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L’objectif de cette étude était de vérifier l’hypothèse selon laquelle, les mutants C. 
elegans (egl-3, egl-21, flp-18 et flp-21) auraient une diminution significative dans la production 
de neuropeptides matures bioactifs et présenteraient donc une diminution significative de la 
sensibilité aux stimuli nociceptifs. La nociception est une fonction défensive, une sorte d'alarme 
qui permet l’intégration de stimuli potentiellement dangereux pour l’organisme. L’intégration 
du stimulus au niveau du système nerveux se fait via l’activation de nocicepteurs. 
Caenorhabditis elegans (C. elegans) est un petit nématode majoritairement hermaphrodite, 
transparent, non parasite et non segmenté qui se nourrit de bactéries du genre Escherichia coli 
(E. coli). Il a un cycle de développement d’environ 3 jours à 22°C et une durée de vie d’environ 
3 semaines. C. elegans est un organisme modèle largement utilisé pour examiner la réponse 
nocifensive aux stimuli nocifs. Une analyse complète de la séquence du génome révèle plusieurs 
gènes codant pour des pro-neuropeptides menant à une série de neuropeptides bioactifs. Les 
neuropeptides de C. elegans sont impliqués dans la modulation de tous les comportements, y 
compris la locomotion, la mécanosensation, la thermosensation et la chimiosensation. Nous 
avons soumis nos nématodes à des stimuli thermiques (30°C - 35°C) afin d’observer le 
comportement des souches sauvages et mutantes. Les résultats de nos études ont révélé une 
altération du comportement d'évitement thermique chez les mutants. Ce comportement 
d'évitement thermique des C. elegans mutants egl-3 et egl-21 était significativement entravé par 
rapport à la souche sauvage (N2). De plus, les C. elegans mutants flp-18 et flp-21 présentaient 
un phénotype similaire à egl-3 et egl-21. EGL-3 pro-protéine convertase et EGL-21 
carboxypeptidase E sont des enzymes essentielles pour la maturation des pro-neuropeptides en 
neuropeptides actifs chez C. elegans. Les analyses d’abondance relative avec des homogénats 
de C. elegans mutants egl-3 et egl-21 ont démontré que la protéolyse de ProFLP-18 et ProFLP-
21 était gravement entravée, conduisant à un manque de neuropeptides bioactifs matures. Pour 
déclencher une réponse nocifensive de C. elegans au stimuli thermique, les voies de 
signalisation des neuropeptides FLP-18 ou FLP-21 / NPR-1 sont nécessaires. 
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This study’s objective was to test the hypothesis that C. elegans mutants (egl-3, egl-21, 
flp-18 and flp-21) will have a significant decrease in mature bioactive neuropeptides production 
and that they will have a significant decrease in sensitivity to stimuli. Nociception is a defensive 
function, an alarm that allows integration of potentially harmful stimuli. The integration of the 
stimulus into the nervous system is done by activation of nociceptors. Caenorhabditis elegans 
(C. elegans) is a small, non-parasitic, non segmented nematode. It is easily grown in petri dishes 
where it is fed with bacteria, specifically Escherichia coli (E. coli). C. elegans is a transparent 
worm, mostly hermaphrodite, with a development cycle and a lifespan of about three days at 
22° C and three weeks respectively. C. elegans is a model organism widely used to examine the 
harmful response to stimulation. A complete analysis of the genome sequence reveals several 
pro-neuropeptide genes, encoding a series of bioactive neuropeptides. The neuropeptides of C. 
elegans are involved in the modulation of all behaviors, including locomotion, 
mechanosensation, thermosensation and chemiosensation. We exposed our nematodes on 
thermal stimuli (30°C - 35°C) to observe the behavior of wild strains and mutants. Our results 
revealed that only mutants had impaired thermal avoidance behavior. This thermal avoidance 
behavior of C. elegans mutants egl-3 and egl-21 was significantly impaired compared to the 
wild-type strain (N2). In addition, C. elegans mutants flp-18 and flp-21 exhibited a phenotype 
similar to egl-3 and egl-21. EGL-3 pro-protein convertase and EGL-21 carboxypeptidase E are 
essential enzymes for the maturation of pro-neuropeptides to the mature bioactive neuropeptides 
in C. elegans. Relative abundance analyzes with egl-3 and egl-21 mutant C. elegans 
homogenates demonstrate that proteolysis of ProFLP-18 and ProFLP-21 are severely impeded, 
leading to a lack of mature bioactive neuropeptides. FLP-18 or FLP-21/NPR-1 neuropeptide 
signaling pathways are needed to trigger nocifensive response of C. elegans to thermal stimuli. 
Keywords : Caenorhabditis elegans, neuropeptides, thermosensation, chimiosensation, 
carboxypeptidase E, sensitivity, stimuli, phenotype, relative abundance. 
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La nociception est une fonction défensive, une sorte d'alarme qui permet l’intégration de 
stimuli potentiellement dangereux pour l’organisme [15]. L’intégration du stimulus au niveau 
du système nerveux se fait via l’activation de nocicepteurs cutanés, musculaires et articulaires 
[1, 4]. Le transport de l’information sensorielle par les neurones se fait à partir de la périphérie 
ou lieu du ressenti de la sensation nociceptive jusqu’à l’effecteur [1, 4, 5]. Dans nos études, nous 
nous étions fixés comme objectif de vérifier l’hypothèse selon laquelle, les mutants C. elegans 
(egl-3, egl-21, flp-18 et flp-21) auraient une diminution significative dans la production de 
neuropeptides matures bioactifs et présenteraient par conséquence une diminution significative 
de la sensibilité aux stimuli nociceptifs. 
Caenorhabditis elegans (C. elegans) est un petit ver de forme allongée et recouvert par 
une cuticule protectrice, visible au stéréomicroscope. À 22°C, son cycle de développement est 
de 3 jours et sa durée de vie environ 3 semaines [1, 2, 18]. C’est un nématode non parasite et 
non segmenté, qui se nourrit de microorganismes, principalement des bactéries du genre 
Escherichia coli (E. coli). La presque totalité des C. elegans sont hermaphrodites (99,5 %) et 
s’autofécondent à l’intérieur du même organisme assurant ainsi la pérennité de l’espèce. Les 
mâles XO (0.05%) copulent avec des hermaphrodites et produisent alors de nouvelles lignées 
avec une proportion d’hermaphrodites qui peut-être plus élevée. 
C. elegans possède un système nerveux rudimentaire, constitué de 302 neurones dont le 
nombre et la position sont identiques d’un individu à l’autre. Ses neurones ont une morphologie 
généralement simple, avec un ou deux prolongements neuritiques [2]. Le système nerveux 
de C. elegans contient environ 7,000 synapses chimiques, dont 2,000 jonctions 
neuromusculaires et 600 jonctions communicantes (gap junctions). À titre de comparaison, une 
seule cellule pyramidale du cortex des mammifères contient plus de 10,000 synapses; ceci met 
en évidence la simplicité du système nerveux de C. elegans [1, 2, 18, 25].  
Le génome de C. elegans, entièrement séquencé, a été publié en 1998 [18]. Il comporte 
100 millions de paires de bases (pb), avec 19,000 gènes codant pour des protéines. Par 
comparaison, la séquence du génome humain, publiée pour la première fois en 2001, contient 
trois milliards de pb, pour 20,000 à 25,000 gènes codant pour des protéines [18].  
Le neurone ASH est considéré comme le principal nocicepteur impliqué dans les 
réponses d'évitement des stimuli nocifs, ce neurone exprime les nocicepteurs OCR-2 et OSM-
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9, orthologues des TRPV des mammifères [62]. Des études ont montré l’existence des gènes 
orthologues entre les espèces supérieures y compris l’humain et C. elegans [171]. C. elegans est 
un modèle intéressant pour l’étude de la nociception, car il présente un comportement nocifensif 
(réponse à la nociception) bien défini et reproductible impliquant soit une attraction ou un 
changement de direction (répulsion) par rapport aux stimuli nociceptifs [2, 9]. 
 Notre étude est dérivée des hypothèses et objectifs suivants : les mutants de C. elegans 
(egl-3 et egl-21 ; flp-18 et flp-21) devraient présenter une diminution significative de la 
sensibilité aux stimuli thermiques et chimiques ; de plus, les modulations du comportement 
d’évitement thermique observées devraient être proportionnelles à l’expression des 
neuropeptides pronociceptifs (FLPs). Ensuite comme objectifs, nous devrions procéder à une 
analyse quantitative du comportement d’évitement de chaque type de stimulus pour C. elegans 
WT (N2) vs mutants (egl-3 et egl-21 ; flp-18 et flp21) ; caractériser et quantifier l’expression des 
FLPs par spectrométrie de masse et enfin analyser le lien entre les changements phénotypiques 
et l’abondance de neuropeptides matures (FLP-18 et FLP-21). Dans nos études, nous nous 
attendions à ce que les mutants de C. elegans egl-3 et egl-21 présentent une diminution 



















Chapitre 1 : Introduction à la nociception 
La nociception est essentielle à la survie et fournit un mécanisme de perception 
sensorielle des stimuli nocifs, qui alerte l'organisme des dangers environnementaux potentiels. 
Associé à une sensation de douleur et à des réponses comportementales complexes, ce 
mécanisme protège l'organisme des dommages naissants [15]. De plus, la douleur aiguë et 
chronique peut se manifester par une nociception altérée dans les états douloureux 
neuropathiques [171]. Élucider les bases neurales de la nociception est donc important pour 
identifier et mettre en œuvre de nouvelles stratégies de traitement de la douleur neuropathique, 
ainsi que pour découvrir les bases mécanismes grâce auxquelles le système nerveux intègre des 
informations pour produire des comportements spécifiques en réponse à une gamme de stimuli 
nocifs [2, 6, 7]. Les organismes invertébrés, tels que Drosophila melanogaster et C. elegans, se 
sont révélés être d’excellent modèles génétiquement manipulables pour explorer ces questions. 
Le processus de perception de la douleur commence à la périphérie par l'activation des 
nocicepteurs [1, 4, 5]. Malgré les progrès considérables réalisés dans la recherche sur la douleur 
ces dernières années, de nombreuses questions demeurent concernant les circuits et le 
comportement nociceptifs, à la fois dans les états nociceptifs aigus et douloureux chroniques [6, 
11]. Les techniques permettant l’activation sélective de sous-populations neuronales in vivo 
peuvent permettre de mieux comprendre ces voies complexes [1, 15]. 
1.1 Évaluation de la nociception chez C. elegans 
La nociception est une fonction défensive, une sorte d’alarme qui permet l’intégration 
de stimuli potentiellement dangereux pour l’organisme [6, 7].  La réaction des récepteurs 
sensitifs provoquée par des stimuli envoie des signaux à l’organisme. Certains auteurs associent 
la nociception à un comportement qui se serait développé au cours de l’évolution des espèces 
pour sauvegarder l'intégrité physique des organismes [60]. Chaque organisme dépend d'un 
ensemble de comportements régulés et protecteurs pour assurer sa survie. Lors d'une exposition 
à un stimulus mécanique, chimique ou thermique nocif, les individus stimulés exécutent un 






1.1.1 Chimiotaxie (Chemotaxis) 
Les signaux chimiosensoriels tel un pH acide (< 5) peuvent induire chez C. elegans le 
phénomène de chimiotaxie. Il s’ensuit un évitement du stimulus associé à une modification de 
la mobilité de l’individu. Ces comportements sont régulés principalement par les organes 
chimiosensoriels amphides, qui contiennent onze paires de neurones chimiosensoriels. Chaque 
neurone sensoriel amphidique exprime un ensemble spécifique de gènes récepteurs potentiels 
[61]. Il détecte aussi un ensemble caractéristique de phéromones, de stimuli chimiques  attractifs 
ou répulsifs [16, 61]. Environ 500-1 000 récepteurs différents couplés aux protéines G (RCPG) 
sont exprimés dans les neurones chimiosensoriels, et ceux-ci peuvent être complétés par d'autres 
voies sensorielles [61]. C. elegans possède un système chimiosensoriel extrêmement développé. 
Ceci lui permet de détecter une grande variété de signaux volatils et hydrosolubles associés à la 
nutrition et au danger [61]. Une grande partie du système nerveux de C. elegans et plus de 5 % 
de ses gènes sont consacrés à la reconnaissance de produits chimiques environnementaux.  
Chez C. elegans, sa capacité à éviter un stimulus nocif est critique pour sa survie [62]. 
Pour comprendre les mécanismes spécifiques de stimulation chimique chez C. elegans, les 
chercheurs ont fait un zonage de gélose avec des zones à pH basique et des zones à pH neutre. 
Les études ont montré que C. elegans souche sauvage (N2) évitait les zones au pH supérieur à 
10,5. Cependant, les mutants de C. elegans donc on a inhiber le neurone sensoriel associé à la 
perception du pH basique ne présentaient pas le comportement d’évitement des zones au pH 
supérieur à 10,5 [62]. L'ablation au laser spécifique des neurones ASH a rendu ces individus 
insensibles à un pH basique [62]. 
De plus, le sauvetage génétique de mutants osm-9 en exprimant spécifiquement OSM-9 
dans l'ASH a montré que les canaux TRPV jouent un rôle essentiel dans la détection de la 
variation du pH. L'imagerie Ca2+ in vivo a également révélé que les neurones ASH étaient activés 
par une stimulation à pH. OSM-9 / OCR-2 orthologues des TRPV de mammifères fonctionnent 
comme des canaux pour l'afflux de Ca2+ dans ASH. Ces résultats démontrent que chez C. 
elegans, la variation de pH est détectée par les nocicepteurs ASH suite à l'ouverture des canaux 




1.1.2 Thermotaxie (Thermotaxis) 
Les signaux thermosensoriels peuvent induire chez C. elegans le phénomène de 
thermotaxie. Chez C. elegans, la température influence chaque processus biologique et 
biochimique. La perception d'un stimulus nocif par un organisme entraîne la mise en place des 
mécanismes de défense, tels que l’évitement [19]. Cette capacité à éviter les sensations de 
chaleur et de froid est essentielle à la survie et dépend de la nociception thermique [11]. Ainsi, 
la capacité de sentir la température et de répondre adéquatement est essentielle pour la survie de 
tous les organismes [11].  
Le sous-ensemble TRPV orthologue de OSM-9 / OCR-2 est activé par la chaleur et 
responsable de la détection de l’augmentation de la température [11]. Pour comprendre la base 
génétique et neurale de la nociception thermique, des tests qui quantifient l'évitement de la 
chaleur ont été réalisés chez C. elegans [11]. Afin d’étudier les mécanismes spécifiques de 
stimulation thermique chez C. elegans, les chercheurs ont fait un zonage de gélose. La gélose 
comportait quatre zones, dont deux sous l’effet d’une pointe chauffante (33°C) et deux autres 
zones contrôles (sans pointe chauffante). Ces études montrent que C. elegans souche sauvage 
(N2) évite les zones avec la pointe chauffante (33°C). Cependant, les mutants de C. elegans 
présentant des anomalies neuronales sur le plan de la structure et du développement de cette 
fonction échouaient à éviter la zone stimulée (33°C) [11, 19]. Une analyse plus poussée a révélé 
que la perte du récepteur NPR-1 ou de son ligand (FLP-21), augmente le seuil de sensibilité à 
la chaleur chez les mutants de C. elegans. Ces mutants dépourvus de récepteurs NPR-1 et des 
deux canaux TRPVs présentaient des défauts plus sévères d'évitement thermique que les 
mutants ne présentant qu’une mutation de npr-1 ou de osm-9 et ocr -2. Ces résultats ont 
démontré que les canaux TRPV et la voie de signalisation des neuropeptides FLP-21 / NPR-1 
déterminent le seuil d'évitement de la chaleur chez C. elegans [11]. Ainsi, l'étude de ce 
comportement nociceptif chez C. elegans peut être utilisée pour comprendre les bases 
génétiques et moléculaires de la nociception thermique [19]. 
1.1.3 Mécanosensation 
Les signaux mécaniques peuvent induire chez C. elegans le phénomène de 
mécanosensation. C. elegans à la capacité de détecter et de répondre à divers stimuli mécaniques 
en utilisant ses circuits neuronaux [63]. Le contact par le toucher est un des stimuli nocifs de 
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mécanosensation chez C. elegans. La capacité de ce dernier à éviter ce stimulus dangereux est 
critique pour sa survie [21, 63]. Pour comprendre les mécanismes spécifiques de stimulation 
mécanique, les chercheurs ont réalisé plusieurs variances de contact doux de la tête et de la 
queue de C. elegans. Un poil de sourcil collé à l'extrémité d'un cure-dent a été généralement 
utilisé pour réaliser ces expériences [63]. Les études montrent que C. elegans souche sauvage 
(N2) réagit en évitant le stimulus mécanique, alors que les mutants présentent une diminution 
de la sensibilité au toucher [63]. En effet, pour comprendre ces expériences, il faut s’appuyer 
sur les tests quantitatifs de la sensibilité au toucher. Ces tests ne sont pas un phénomène du tout 
ou rien, car même les individus insensibles au toucher réagissent parfois au premier contact. Ces 
expériences s’appuient plutôt sur une mesure plus quantitative de la réponse tactile, qui consiste 
à compter les réponses à plusieurs contacts et touchers avec des stimuli biens définis [63]. En 
pratique, il faut éviter un stimulus trop dur et ne pas toucher les animaux trop près du bout de la 
tête ou de la queue [21, 63]. Il faut prendre soin de toucher les individus de manière à ne pas 
stimuler d'autres neurones mécanosensoriels [21]. À tous les contacts, un individu de type 
sauvage (N2) s'orientera généralement en sens inverse en réponse à la stimulation. L’individu 
mutant insensible au toucher pourrait répondre de façon minimale au premier contact et ne plus 
répondre aux contacts suivants. Bien qu'il ne s'agisse pas d'une mesure quantitative assez précise 
de la sensibilité au toucher, cette technique quantitative avec le poil de sourcil est un test rapide 
qui a été utilisé pour dépister les mutants insensibles au toucher [63]. 
Des outils existent pour permettre d'étudier la mécanosensation en observant comment 
l’individu est affecté par le toucher. Ceci peut être fait en mesurant les réponses cellulaires aux 
stimuli mécaniques, notamment par l'imagerie Ca2+ in vivo et l'enregistrement patch-clamp, en 
recherchant les molécules nécessaires à la fonction MRN, et en manipulant la fonction cellulaire 
en utilisant l'expression cellulaire spécifique de protéines modifiées et hétérologues [21]. Les 
neurones mécanorécepteurs (MRN) permettent de détecter les collisions avec les particules du 
sol et avec les autres individus ainsi que les forces générées par le mouvement de l’organisme. 
Les MRN peuvent également aider les individus à détecter les sources de nourriture bactérienne. 
Les hermaphrodites et les mâles ont 22 MRN putatifs ; les mâles ont 46 MRN supplémentaires, 
la plupart, sinon la totalité, étant nécessaires pour l'accouplement [21]. Les défis futurs devraient 
être, entre autres choses, le développement et l’identification de la fonction de chaque MRN 
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ainsi qu’une meilleure compréhension de la façon dont la mécanosensation affecte le 
comportement. 
1.2 Méthode expérimentale 
Le principe du test est basé sur l’évaluation de la réponse de C. elegans à un stimulus 
(thermique ou chimique) consiste à observer et à quantifier le mouvement d’évitement ou de 
non évitement en réponse à un stimulus spécifique. Les méthodes proposées dans ce manuscrit 
pour l'évaluation de la thermotaxe ou de la chimiotaxie ont été adaptées des stratégies à deux et 
quatre quadrants décrites précédemment par Margie et al., 2013 [16] ; Wittenburg and 
Baumeister, 1999 [19]. Nous avons décidé d'utiliser la même stratégie d'observation pour tous 
les tests effectués pour une meilleure comparaison. Les schémas expérimentaux sont illustrés à 
l’article ci-joint que nous avons publié. Les résultats du test de chimiotactisme sont disponibles 
sous forme de figures supplémentaires. Les expériences ont été effectuées sur des boîtes de Pétri 
de 92 x 16 mm divisées en quatre quadrants. Un cercle central délimitait une zone où les 
animaux n'étaient pas comptés. Cela empêche les vers immobiles de déformer les données de 
comportement. Les quadrants créent une configuration alternée de zones de stimuli thermiques 
(ou chimiques) et de zones de contrôle afin d'éviter tout biais pouvant apparaître du fait de 
l'emplacement initial des nématodes. Les boîtes de Pétri ont été divisées en quadrants deux zones 
de stimulus (A et D) et deux zones de contrôle (B et C) [B. Nkambeu et al., 2018]. L’azoture de 
sodium a été utilisé dans tous les quadrants pour paralyser les nématodes. Les nématodes ont 
été déposés au centre d'une boîte de Pétri marquée et au bout de 30 minutes, ils ont été comptés 
par quadrant. Les nématodes qui n'ont pas traversé le cercle intérieur n'ont pas été comptés. La 
formule dérivée de l'indice thermotaxique (TI) et le pourcentage d'évitement des animaux ont 
été utilisés pour phénotyper chaque génotype testé de C. elegans. 
1.3 Présentation de C. elegans 
Sydney Brenner, biologiste Sud-Africain, a introduit C. elegans dans les laboratoires de 
génétique à la fin des années 1960. L’objectif était de répondre au besoin de trouver un 
organisme ou modèle génétique pour comprendre le fonctionnement d'un organisme 
pluricellulaire en neurobiologie [29]. Le nématode C. elegans est un petit ver rond non segmenté 
qui combine à la fois simplicité et complexité structurale. Ce nématode fait environ 1 mm de 
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longueur à l’âge adulte et un tiers de ses cellules sont des cellules nerveuses [2]. Il a été utilisé 
comme modèle pour explorer de nombreux domaines d’études, entre autres la biologie et la 
nociception [2, 6, 29]. Les travaux sur C. elegans ont apporté dans la recherche médicale une 
meilleure compréhension sur les origines d’une série de maladies.  Dans les études datant de 
février 2018, C. elegans a été utilisé comme modèle pour mieux comprendre la maladie de 
Parkinson [171]. Auparavant, en 2003, C. elegans était utilisé comme modèle pour les maladies 
dégénératives héréditaires humaines, entre autres la dystrophie musculaire ou myopathie de 
Duchenne et la maladie neurodégénérative appelée chorée de Huntington [24]. Tout cela fait de 
C. elegans un modèle animal très intéressant. 
1.4 Neuroanatomie et Neurophysiologie de C. elegans 
La neuroanatomie se définit comme l’étude de la structure du système nerveux. En 
neuroanatomie, les études sont effectuées en utilisant d'autres organismes comme modèle. Les 
souris, les poissons-zèbres, la drosophile et C. elegans sont certains des modèles communs 
utilisés pour étudier la neuroanatomie et la neurophysiologie [31, 32]. 
Les neurones de C. elegans ont une morphologie généralement simple, avec un ou deux 
prolongements neuritiques [17]. J. White et collaborateurs (1984) [17], ont reconstitué 
l’ensemble de la connectivité du réseau neuronal de C. elegans à partir de coupes examinées en 
microscopie électronique. Ce réseau neuronal est très similaire entre les individus, bien qu’il 
puisse exister de petites variations interindividuelles du nombre de connexions synaptiques 
formées. C. elegans présente dans son système nerveux environ 7 000 synapses chimiques, dont 
2 000 jonctions neuromusculaires et 600 jonctions communicantes (gap junctions) [17]. Dans 
le même ordre d’idée, une seule cellule pyramidale du cortex d’un mammifère forme plus de 
10 000 synapses [17]. Le séquençage du génome de C. elegans en 1998 a confirmé le haut degré 
de conservation qui existe à l’échelle moléculaire entre le système nerveux du nématode et celui 
des vertébrés [26, 27]. D’autres études révèlent une certaine similarité au niveau génétique entre 
les humains et C. elegans. Environ 40 pour cent des gènes humains ont des homologues dans le 
génome de C. elegans [9, 31]. Ce dernier est un organisme extrêmement rudimentaire avec une 
structure interne facilement visualisable en temps réel. Son système nerveux est assez simple, 
les neurones suivent une sorte de diagramme de connexions à l’intérieur du nématode et se 
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rejoignent au niveau d’une zone concentrée en neurones qui pourrait s’apparenter à un cerveau 
primitif (figure 1). C. elegans présente des comportements élémentaires comme la nutrition et 
les réponses à différents stimuli, qui peuvent être étudiés [9, 31]. 
 
Figure 1 : Le système nerveux de C. elegans adulte (Extrait de C. Gally and J. L. Bessereau, 
2003) [2]. 
A. Les 302 neurones du nématode se répartissent pour la plupart entre les ganglions de la tête et de la queue et le 
long de la corde nerveuse ventrale. Tous les corps cellulaires (cc) des motoneurones ne sont pas représentés sur ce 
schéma. Un faisceau de neurites majoritairement issus des neurones contenus dans les ganglions de la tête constitue 
« l’anneau nerveux » qui entoure le pharynx. Les motoneurones sont situés dans la région ventrale de l’animal. Ils 
possèdent des extensions neuritiques ventrales qui circulent selon un axe antéro-postérieur dans la corde ventrale. 
Certains motoneurones envoient des projections dorsales via des commissures circonférentielles. Les cellules 
musculaires qui permettent le déplacement du ver sont réparties en quatre quadrants ventraux et dorsaux.  
B. Coupe transversale schématique d’un hermaphrodite adulte. Les cellules musculaires envoient des extensions 
cytoplasmiques, les « bras musculaires », à destination des axones moteurs contenus dans les cordes ventrale ou 
dorsale. 
C. Une coupe transversale de la corde ventrale observée en microscopie électronique permet de visualiser une 
jonction neuromusculaire (flèche) entre un motoneurone (mn) et un bras musculaire (b). cc : corps cellulaire d’un 
motoneurone; m: cellule musculaire (photographie réalisée par P. Rostaing, Inserm U.497). 
Chez la plupart des animaux, l’approche standard pour étudier l’activité neuronale 
(neurophysiologie) est un enregistrement électrique des neurones. Ces techniques sont difficiles 
à appliquer chez C. elegans pour plusieurs raisons. Comme les autres nématodes, C. elegans a 
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un squelette hydrostatique dont la structure est un compartiment fermé, plus ou moins souple et 
rempli par un liquide interstitiel incompressible. Sa forme et la structure de son corps protégé 
par une cuticule protéique tenace entoure la cavité liquide interne imparfaitement délimitée et 
fortement pressurisée [30]. De ce fait, la présence de cuticule peut constituer une barrière à un 
électrode d'enregistrement. L’étude de l’activité neuronale chez C. elegans est précédée par une 
dissection qui doit être réalisée avec grand soin afin d’éviter la perturbation du squelette 
hydrostatique. D’autre part, les neurones de C. elegans sont petits, avec des corps cellulaires 
entre 2 à 3 microns de diamètre [30]. Ainsi, même lorsqu'un neurone de C. elegans est exposé 
par dissection, la réalisation d'enregistrements intracellulaires par analyse électrophysiologique 
nécessite beaucoup de compétences et de dextérité (figure 2) [2]. 
 
Figure 2 : Analyse électrophysiologique d’un C. elegans mutant de transmission synaptique.  
(Extrait de C. Gally and J. L. Bessereau, 2003) [2]. 
A. Le ver est fixé sur un support avec une colle chirurgicale. Une incision latérale de la cuticule permet d’exposer 
les cellules musculaires et la corde nerveuse ventrale après aspiration du contenu de la cavité pseudocoelomique. 
La stimulation des motoneurones par une électrode placée au voisinage de la corde ventrale provoque la libération 
de neurotransmetteur. 
B. La stimulation des récepteurs de l’acétylcholine et du GABA présents aux jonctions neuromusculaires produit 
un courant synaptique enregistrable au niveau de la cellule musculaire (flèche rouge) ; la pointe du triangle indique 
l’artéfact de stimulation. La protéine UNC-13 joue un rôle clé dans l’exocytose des vésicules synaptiques. Chez 




Chez C. elegans, l'utilisation de méthodes physiologiques pour surveiller l'activité 
neuronale in vivo ou déterminer l’effet de canaux ioniques spécifiques sur la fonction neuronale 
est tout à fait récent [30]. Avec le développement de nouveaux biomarqueurs neurales ainsi que 
de nouvelles techniques pour disséquer et manipuler les nématodes, les méthodes 
physiologiques sont susceptibles de jouer un rôle de plus en plus important dans les études de 
la fonction et du comportement du système nerveux de C. elegans [30]. 
Les caractéristiques de la description du système nerveux chez C. elegans font de celui-
ci un organisme particulièrement adapté pour étudier la neurobiologie. La position des 302 
neurones de son système nerveux est constante d’un individu à l’autre (Figure 1) [11, 2].  
1.5 Les mécanismes de neurotransmission chez C. elegans 
Dans les études réalisées par J. E. Richmond et E. M. Jorgensen (1999) [34], l’analyse 
par électrophysiologie de la neurotransmission chez C. elegans a été rendue possible grâce au 
développement d’une nouvelle approche [2, 32]. Celle-ci a permis l’enregistrement de la 
transmission synaptique au niveau des jonctions neuromusculaires (Figure 2). Certains mutants 
étudiés par électrophysiologie ont permis d’identifier les anomalies liées à la neurotransmission 
et ainsi de caractériser la nature du déficit [34]. Dans une autre étude, en combinant les mutations 
et en exprimant des protéines modifiées à partir de transgènes, les auteurs J. E. Richmond, R. 
M. Weimer et E. M. Jorgensen (2001) [35] ont pu analyser les interactions entre les constituants 
de la machinerie de libération synaptique et tester in vivo les modèles construits à partir de 
données biochimiques [35]. Cette combinaison entre la génétique et la physiologie ont permis 
de caractériser les récepteurs et les canaux. Par exemple, l’enregistrement des cellules 
musculaires chez C. elegans a révélé l’existence de deux types distincts de récepteurs de 
l’acétylcholine aux jonctions neuromusculaires [36].  
1.5.1 Les nocicepteurs chez C. elegans 
De nombreux nocicepteurs de C. elegans ont des mécanismes d’activation et de 
régulation similaires à ceux des mammifères [33, 39]. La famille des récepteurs transitoires 
(TRP en anglais Transient Receptor Potential) sont conservés de C. elegans à l'espèce humaine. 
Environ 28 membres du TRP ont été identifiés chez les mammifères [33]. Sur la base de leur 
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homologie de séquence et de leur similarité fonctionnelle, ces canaux sont subdivisés en sept 
sous-familles. L'accumulation de données expérimentales montre que les canaux TRP des 
mammifères sont largement impliqués dans la régulation de la physiologie sensorielle. Ces 
canaux sont importants pour la détection d'une grande variété de signaux mécaniques et 
chimiques à la fois intracellulaires et extracellulaires [33]. 
Grâce au dépistage génétique et à la recherche dans les bases de données, 17 canaux TRP 
ont été identifiés chez C. elegans ; ils couvrent les sept sous-familles du TRP. La relation 
phylogénique entre chaque canal TRP de C. elegans et certaines de leurs fonctions générales a 
pu être décrite par Xiao et Shawn en 2011 [33]. La méthode utilisée est l'algorithme de ClustalW.  
La distance évolutive entre chaque canal TRP est indiquée par la longueur de la branche en 
unités de mutation acceptée par le point (PAM) (figure 3). Chaque sous-unité TRP du nématode 
semblerait contenir six segments transmembranaires (S1-S6). Il est intéressant de noter que de 
nombreux canaux TRPs de C. elegans jouent un rôle important dans la transduction sensorielle, 





Figure 3 : Diagramme de Dendrogramme des canaux TRP de 17 C. elegans (Extrait de R. Xiao 
and X. Z. Shawn, 2011) [33]. 
Diagramme de Dendrogramme des canaux TRP de 17 C. elegans utilisant l'algorithme de ClustalW. La distance 
évolutive entre chaque canal TRP est indiquée par la longueur de la branche dont l’unité est le Point d’Acceptation 
de Mutation (PAM). Certaines fonctions générales de canaux TRP spécifiques sont indiquées sur la figure. 
 
1.5.1.1 Récepteurs TRPV chez C. elegans 
Un certain nombre de composés naturels isolés de plantes sont des agonistes de plusieurs 
canaux TRPV de mammifères, notamment la capsaïcine (TRPV1), le cannabinol (TRPV2), le 
camphre (TRPV3 et TRPV1), le carvacrol, le thymol et l’eugénol (TRPV3), et le 
bisandrographolide (TRPV4) [33]. Toutefois, la plupart de ces agonistes n'ont pas été testés sur 
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les canaux TRPV de C. elegans. Des études génétiques et biologiques montrent que des canaux 
TRPV distincts de C. elegans peuvent former des canaux hétéromériques dans différents types 
de cellules. Par exemple, dans les neurones AWA et ASH, OSM-9 et OCR-2 sont colocalisés 
(figure 5-A, en annexe) et dépendent les uns des autres pour leur localisation [33, 41]. 
Fonctionnellement, OSM-9 et OCR-2 sont tous deux requis pour la thermosensation, la 
chimiosensation, la mécanosensation et l'osmosensation dans ces neurones [33]. 
Les récepteurs TRPV1 sont des récepteurs ionotropiques activés par des molécules de la 
famille des vanilloïdes comme la capsaïcine, molécule activatrice des TRPV1 naturellement 
présente dans le piment [179]. Ces récepteurs interviennent dans les mécanismes nociceptifs et 
s'activent en réponse à un stimulus thermique. Son mode d’action est biphasique, elle engendre 
d’abord une brûlure ou irritation due à la stimulation du TRPV1 et puis les fibres sensorielles 
exprimant ce récepteur se désensibilisent [178, 179]. En effet les TRPV1 apparaissent et 
disparaissent naturellement à la surface membranaire selon un cycle de renouvellement 
nécessaire à leur fonctionnement [179]. Des pathologies comme le diabète sucré entraîne une 
désensibilisation à la douleur thermique et tactile, probablement dû à une modification de 
l’expression des TRPV1 [177, 178]. 
Le rôle des canaux TRPV dans la signalisation de la sérotonine a été identifié à partir 
d'un criblage génétique non biaisé pour les mutants de synthèse de la sérotonine [38]. Le gène 
tph-1 code pour la tryptophane hydroxylase qui est l’enzyme clé pour la synthèse de la 
sérotonine. L'expression de GFP cible le gène tph-1 (tph-1 :: gfp), qui peut être identifié sans 
ambiguïté et quantifié dans des neurones sérotoninergiques spécifiques des nématodes vivants. 
Les gènes ocr-2 et osm-9 sont les deux premiers à être identifiés du TRPV et qui régulent 
l'expression de tph-1 dans les neurones chimiosensoriels ADF [37]. Pour les simples mutants 
avec un seul gène muté osm-9 ou ocr-2, on observe une diminution considérable de l'expression 
de tph-1 :: gfp dans les neurones ADF [37]. Mais l'expression de tph-1 :: gfp dans les neurones 
NSM et HSN n'est pas affectée chez ces simples mutants. Puisqu’il y a une similarité 
d’expression entre les doubles mutants et les simples mutants, on peut conclure qu’il n’y a pas 
de différence détectable dans l’intensité d’expression de tph-1 :: gfp [37].  
En exprimant des séquences codantes ocr-2 ou osm-9 du type sauvage sous des 
promoteurs spécifiques à certaines cellules, il a été démontré que l'expression de OCR-2 et 
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OSM-9 dans ADF est nécessaire et suffisante pour restaurer l'expression de tph-1 chez les 
mutants respectifs. En plus du neurone ADF, OSM-9 et OCR-2 sont co-exprimés dans cinq 
paires de neurones chimiosensoriels non sérotoninergiques: AWA, ADL, ASH dans la tête, et 
PHA et PHB dans la queue [39].  
Pour ce qui est des récepteurs sensoriels, le mécanisme qui dicte l’expression de OCR-
2/OSM-9 semble être la signalisation de la protéine-G. Il existe des preuves génétiques 
convaincantes suggérant que l'OCR-2/OSM-9 détecte directement la force osmotique 
environnementale et les stimuli tactiles au niveau de la tête à travers les neurones ASH (figure 
4 et figure 5-A, en annexe) [41]. Cependant, la fonction de OCR-2/OSM-9 dans la sensation 
osmotique et mécanique dépend également de la protéine-G ODR-3 [42]. Ceci suggère que la 
fonction OCR-2/OSM-9 dans la sensation osmotique et mécanique est spécifiée par une 
activation du déclenchement mécanique et de la signalisation de la protéine-G. Un des TRPV, 
le TRPV4 des mammifères, peut remplacer OSM-9 pour diriger la sensation osmotique et 
mécanique chez C. elegans [41]. Le TRPV4 fonctionne par déclenchement mécanique ainsi que 
par activation chimique dans des systèmes d’expression hétérologues [40, 43, 44]. Ceci suggère 
que la fonction et le mécanisme de transfert de l’influx nerveux sont conservés entre le nématode 
et les mammifères. 
1.5.2 Structure neuronale chez C. elegans 
La structure neuronale et la connectivité du système nerveux de C. elegans proviennent 
de reconstructions de micrographies électroniques réalisées sur les séries de coupes 
transversales et longitudinales [17] (figure 6, annexe). L’hermaphrodite a un total de 302 
neurones, disposés dans une structure invariante. Les études ont permis de regrouper les 
neurones en 118 classes en fonction de la similarité des morphologies et des connectivités 
(figure 7-B, en annexe). Les neurones ont des morphologies simples avec peu ou pas de 
prolongements. Les neurones sont généralement très connectés localement, établissant des 
connexions synaptiques avoisinantes [17] (figure 6, en annexe). 
John White et al. (1986) [45] ont publié une carte détaillée du système nerveux de C. 
elegans. Cette carte ne représente pas seulement les 302 neurones, mais également les 7 000 
connexions qui relient ces neurones entre eux [45]. Pour établir cette carte, ils ont utilisé au 
moins 20 000 images prises au microscope confocal. Cette carte a permis de jeter un éclairage 
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sur les fonctionnalités de chacun des 302 neurones de C. elegans, et des connexions synaptiques 
qu’ils entretiennent [45, 46].  
Ainsi la plupart de ces connexions se font au moyen d’une synapse. Cette dernière est 
une structure qui permet à un neurone de se connecter à un autre neurone pour lui envoyer un 
signal via des neurotransmetteurs. De part et d’autre d’une synapse, il y a respectivement un 
neurone émetteur (pré-synaptique) et un neurone récepteur (post-synaptique) (figure 8, en 
annexe) [5, 45, 46]. Chez C. elegans, on a observé que certains neurones possédaient de 
nombreuses connexions pré-synaptiques suggérant que ces neurones peuvent envoyer des 
messages à de nombreux autres neurones. Ils correspondent généralement aux neurones liés 
aux fonctions sensorielles. Inversement, d’autres neurones possèdent de nombreuses 
connexions post-synaptiques. Ces neurones peuvent donc recevoir des messages d’un grand 
nombre de neurones. Il s’agit dans la majorité des cas de neurones qui commandent les fonctions 
motrices [45]. 
L’analyse des connexions permet donc de classer les neurones en 3 grandes catégories : 
sensoriel, moteur ou intermédiaire. Par contre, cette classification n’indique rien sur le rôle exact 
de chacun des neurones. Pour le savoir, il faut faire des expériences bien plus fines. Une des 
façons de procéder consiste à détruire, avec un laser, un neurone bien particulier et observer en 
quoi cela modifie le comportement du ver. Grâce à cette méthode, on a pu repérer quels étaient 
les neurones associés à la perception de la température, des odeurs ou de la nourriture, ou encore 
ceux qui jouent un rôle dans l’hibernation ou l’accouplement. Des chercheurs ont même 
identifié certains neurones qui jouent un rôle dans le comportement social de C. elegans [45]. Il 
y a encore beaucoup de travaux à faire, mais nous pouvons nous imaginer qu’un jour, les 
chercheurs pourraient modéliser le système nerveux de C. elegans, et comprendre parfaitement 
la chaîne des signaux impliqués dans tous ses comportements. 
1.5.3 Mécanismes moléculaires de neurotransmission 
 Le courant électrique qui se déplace sans perte d’intensité le long de l’axone des fibres 
nerveuses est appelé influx nerveux. La myéline est un isolant lipidique qui contraint l’influx 
nerveux à se propager par bonds. Ce type de propagation limite les contacts avec la membrane 
de l’axone et donc les pertes de vitesse et d’intensité du signal [5]. Arrivé à l’extrémité de 
l’axone, au niveau du bouton synaptique, le message nerveux ne peut pas franchir la synapse. 
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Cette espace entre les neurones pré-synaptique et post-synaptique est appelée fente synaptique 
ou espace inter-synaptique [5]. Le signal électrique est donc transmis au neurone post-
synaptique par l’intermédiaire d’un messager chimique, le neurotransmetteur (Figure 7B, en 
annexe) [5, 46]. À l’arrivée du message nerveux électrique dans le bouton synaptique, une entrée 
massive d’ions calcium fait migrer les vésicules synaptiques, qui fusionnent avec la membrane 
plasmique et libèrent les molécules de neurotransmetteur dans la synapse (phénomène 
d’exocytose). La membrane du neurone post-synaptique possède de nombreux récepteurs 
spécifiques du neurotransmetteur ; la liaison récepteur-neurotransmetteur déclenche une cascade 
de réactions qui aboutit à la formation d’un message nerveux électrique au niveau de la 
membrane du neurone post-synaptique [5].  
Les molécules de neurotransmetteurs de type protéiques (neuropeptides) qui n’ont pas 
été captées par les récepteurs post-synaptiques pourraient déclencher la production d’un second 
message nerveux. Pour cette raison, elles sont recaptées par le neurone pré-synaptique et 
emballées à nouveau dans des vésicules. Dans le cas contraire, elles sont dégradées dans l’espace 
inter-synaptique par des enzymes spécifiques libérées en même temps qu’elles [5].  Des 
substances toxiques peuvent perturber la transmission du signal nerveux au niveau des 
synapses entre cellules nerveuses et musculaires. Leur étude a permis de mieux comprendre le 
fonctionnement général des synapses [5]. 
1.5.4 Neuropeptides chez C. elegans 
Les neuropeptides sont de courtes séquences d’acides aminés qui agissent directement 
ou indirectement pour moduler l’activité synaptique [3]. Les neuropeptides constituent une 
famille vaste et fonctionnelle de molécules de signalisation neurochimiques. Ils sont largement 
impliqués dans la régulation de divers processus physiologiques [20]. 
Cependant, la plupart des neuropeptides appartiennent à deux grandes familles : les 
peptides de type insuline [46] et les peptides apparentés à la FMRFamide (Phe-Met-Arg-Phe-
NH2) ou les FaRP, que l’on appelle aussi FLPs (FMRFamide-like neuropeptides) chez C. 
elegans [48, 49]. Les peptides non-insuline, non-FLP restants sont classés comme neuropeptide-
like proteins ou NLPs. Les NLPs sont un groupe divers de neuropeptides qui ont peu de 
similarité entre eux [10]. À quelques exceptions près, les fonctions des différents neuropeptides 
restent largement inconnues chez C. elegans. Chez ce dernier, le rôle des neuropeptides dans la 
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modulation du comportement est une sujet d’intérêt pour la recherche [3, 4, 5, 11, 14]. Dans une 
famille de neuropeptides, plusieurs neuropeptides peuvent se lier et activer le même récepteur 
en raison du chevauchement fonctionnel possible [3, 4, 6]. Néanmoins, des expériences récentes 
ont montré que plusieurs des gènes de neuropeptides ont des fonctions uniques [2, 3, 24, 24]. 
Avant le séquençage du génome de C. elegans, une des techniques d’identification et de 
localisation des neuropeptides consistait à utiliser différents anticorps développés pour détecter 
des neuropeptides chez les mammifères. Les études préliminaires ont rapporté une 
immunoréactivité à plusieurs composantes, entre autres, la cholécystokinine, la substance P, 
l’hormone mélanocyte-stimulante, la met-enképhaline et la bêta-endorphine. Le séquençage 
subséquent du génome de C. elegans [27] a indiqué qu'à l'exception des peptides apparentés à 
la substance P et à la FMRFamide, aucune de ces familles de peptides mammifères n'a été 
identifiée chez C. elegans [10]. En raison de la similitude avec les neuropeptides FLP, les 
anticorps anti-cholécystokinine sont susceptibles d'avoir réagi de manière croisée avec les FLP 
[3]. Les anticorps ne sont généralement pas spécifiques ou assez sélectifs ce qui est une 
limitation très importante.  
Après le séquençage du génome de C. elegans, l'étendue des gènes de neuropeptides 
chez C. elegans a pu être déterminée [3]. À ce jour, 113 gènes de pro-neuropeptides codant pour 
plus de 250 neuropeptides distincts ont été identifiés [172]. Parmi ceux-ci, 40 gènes codent pour 
des peptides analogues à l'insuline, 31 gènes codent pour des peptides apparentés à la 
FMRFamide et 42 gènes codent pour des neuropeptides non liés à l'insuline et non associés à la 
FMRFamide [3, 49, 172]. Comme dans d'autres systèmes, les neuropeptides de C. elegans sont 
dérivés de molécules précurseurs qui doivent subir une modification post-traductionnelle pour 
donner les peptides actifs. Ces molécules précurseurs peuvent contenir un seul peptide, plusieurs 
copies d'un seul peptide, de multiples peptides distincts ou toute combinaison de ceux-ci [3].  
Les gènes des neuropeptides sont largement exprimés dans tout le système nerveux, y 
compris dans les neurones sensitifs et moteurs et les interneurones. De plus, certains des gènes 
sont également exprimés dans des tissus non-neuronaux, tels que la gonade somatique, l'intestin 
et l'hypoderme vulvaire [2, 3]. Pour comprendre les effets des neuropeptides sur le 
comportement de C. elegans, les individus présentant des mutations caractéristiques et précises 
ont été étudiés. Sur la base de leur profil d'expression, les peptides sont susceptibles de participer 
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à une multitude de comportements. Ces comportements sont entre autres la ponte, la locomotion, 
la formation de Dauer, la sensibilité à la pression osmotique, aux stimuli thermiques, 
mécaniques et chimiques [3, 11, 19, 62]. Pour déterminer la fonction des différents 
neuropeptides, la stratégie la plus commune a été d'inactiver ou de surexprimer des gènes de 
neuropeptides spécifiques. Dans une approche complémentaire, les récepteurs auxquels se lient 
les neuropeptides sont également identifiés et leurs activités sont examinées [3, 5, 11, 14]. Ces 
données suggèrent que les neuropeptides ont un rôle modulateur dans la presque totalité des 
comportements de C. elegans. 
1.5.4.1 Neuropeptides FLPs 
Les FMRFamide-Like-Peptides (FLP) sont la plus grande famille de neuropeptides chez 
les animaux, en particulier les invertébrés [14]. Il y a eu un intérêt à examiner les effets 
physiologiques des FLP chez les nématodes. Chez C. elegans, les effets des FLP ont été 
examinés dans une préparation pharyngée. Les muscles des bulbes terminaux pharyngiens 
exposés ont été empalés avec des microélectrodes pour enregistrer les changements d'activité et 
la fréquence du potentiel d'action [174]. Étonnamment, de nombreux FLP testés modulaient la 
fréquence des potentiels d'action [3]. Ces études ont montré plusieurs anomalies de 
fonctionnement chez les mutants knock-out FLP [3, 14, 174]. 
Des mutants présentant des délétions pour différents gènes flp ont été isolés [173]. cette 
inactivation a provoqué plusieurs défauts. Ces défauts incluent une diminution du nombre 
d'œufs pondus, une réduction de la réserve de graisse chez le mutant ainsi que l’hyperactivité 
ou l’absence de réaction à certains types de stimuli [173]. Les gènes flp ont des motifs 
d'expression chevauchants; la fonction de ces gènes peut également se chevaucher et, par 
conséquent, être difficile à démêler. Par conséquent, les mutants sont examinés sur une grande 
variété de tests comportementaux comme la nage et le battage [10]. Certaines études consistaient 
à placer les individus dans un tampon physiologique et à compter le nombre de battages par 
minute. Cette technique selon les auteurs est plus sensible pour détecter les défauts de 
locomotion que d'examiner le mouvement de l'animal sur une surface solide [3, 173, 174]. Dans 
l'ensemble, le nombre de FLP qui peut provoquer des effets physiologiques est frappant et met 
en évidence les façons complexes dont les différents FLP peuvent moduler l'activité synaptique 
et musculaire [174]. Le récepteur auquel les peptides se lient doit être identifié, comme cela a 
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été fait pour FLP-18 et FLP-21. Les fonctions de FLP-18 et FLP-21 seront discutées en 
conjonction avec la fonction de leur récepteur, NPR-1. 
1.5.4.1.1 Le neuropeptide FLP-21 
FMRFamide-Like-Peptides-21 (FLP-21) est un neuropeptide qui a la capacité de se fixer 
à un récepteur spécifique. La capacité des individus à éviter les éléments nocifs tels que le froid 
et la chaleur est essentielle à leur survie [11]. Le sous-ensemble TRPV des canaux de potentiel 
de récepteur transitoire (TRP) est activé par la chaleur et responsable de la détection de la 
chaleur chez les vertébrés et les drosophiles. Pour mieux comprendre la base génétique et 
neuronale de la nociception thermique, différents tests qui quantifient l'évitement de la chaleur 
chez C. elegans ont été mis sur pied. Ces tests sont utilisés pour étudier la génétique et le 
comportement de C. elegans [11]. 
Une analyse plus poussée a révélé que la perte du récepteur NPR-1 (famille de Récepteur 
de NeuroPeptides) ou de son ligand, FLP-21, augmente le seuil d'évitement de la chaleur chez 
C. elegans [11]. De ce fait, le ligand FLP-21 ou son récepteur NPR-1 sont impliqués dans 
l'établissement du seuil d'évitement thermique. Pour tester cette idée, les auteurs ont analysé le 
comportement d'évitement thermique des mutants flp-21 (ok889), une souche chez laquelle la 
région codante de la pré-proprotéine flp-21 était supprimée. La température était de 33°C au 
cours de l’expérimentation. À cette température, on a noté un évitement chez la souche sauvage 
(N2) de C. elegans, mais peu d’évitement chez les mutants flp-21 (ok889), npr-1 (ad609) et 
ainsi que le double mutant flp-21/npr-1 [11]. Ces données montrent que la voie FLP-21 / NPR-
1 est nécessaire pour assurer un comportement d’évitement suite à un stimulus thermique. 
1.5.4.1.2 Les neuropeptides FLP-18 
FMRFamide-Like-Peptides-18 (FLP-18), tout comme FLP-21, est un neuropeptide qui 
a la capacité de se fixer à un récepteur spécifique [11]. Les ligands de NPR-1 ont été identifiés 
comme des neuropeptides codés par les gènes flp-18 et flp-21 chez C. elegans [14]. Le gène flp-
18 code pour huit FLPs, y compris DFDGAMPGVLRF-NH2 et EMPGVLRF-NH2. Ces 
peptides présentent des activités considérablement différentes sur NPR-1, le plus long montrant 
une plus faible puissance [14]. Dans certaines études, les auteurs ont utilisé la Résonance 
magnétique nucléaire (RMN) et les mécanismes biologiques pour étudier les caractéristiques 
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structurelles qui peuvent expliquer les différences d'activité des FLP-18. Les résultats ont 
démontré qu'il existait des interactions électrostatiques à longue distance entre les aspartates N-
terminaux et la pénultième arginine C-terminale ainsi que des interactions de liaison H N-
terminales qui forment des boucles transitoires dans DFDGAMPGVLRF-NH2 [14]. 
L’hypothèse est que ces boucles, avec la charge peptidique, diminuent l'activité de ce peptide 
sur NPR-1 par rapport à celle de EMPGVLRF-NH2. Ces résultats donnent un aperçu de la 
grande diversité des acides aminés dans les FLP. Les mutations de perte de fonction npr-1, par 
absence de neuropeptide FLP-18 ou inactivation du récepteur NPR-1 présentent une diminution 
de la sensibilité des mutants à un seuil élevé de température (33°C) [14].  
1.5.4.1.3 Le récepteur NPR-1 
 Les neuropeptides FLP-18 et FLP-21 ont la capacité de se lier au récepteur NPR-1 [11, 
14]. Le gène npr-1 affecte plusieurs comportements par différentes voies. Le polymorphisme 
NPR-1 215V / 215F a été initialement identifié dans une étude portant sur un comportement 
alimentaire social [11]. Les individus forment des grappes lorsqu'ils se nourrissent des bactéries 
sur la gélose. Les individus porteurs de l'allèle npr-1 215F, ainsi que les mutants de perte de 
fonction dans npr-1 et flp-21 sont des consommateurs dits sociaux, ce qui indique qu'une voie 
inactive FLP-21 / NPR-1 favorise l'alimentation sociale [11]. Cette étude montre que le rôle de 
NPR-1 dans la régulation du seuil d'évitement de la chaleur présente des similitudes avec son 
rôle dans le comportement alimentaire social, notamment l'implication du ligand FLP-21 et des 
interneurones RMG [11].  
Le polymorphisme NPR-1 215V / 215F influence également la paralysie induite par l'éthanol. 
Dans les mutants de perte de fonction npr-1, la tolérance aiguë à l'éthanol se développe plus 
rapidement [11]. Les gènes npr-1 et flp-21 sont également nécessaires pour la perception 
sensorielle hypoxique. FMRFamide-Like-Peptides-21 (FLP-21) est un neuropeptide qui a la 
capacité de se lier à un récepteur spécifique NPR-1 [11]. Contrairement à l'évitement de la 
chaleur, cette réponse à la perception sensorielle hypoxique est restaurée chez les mutants npr-
1 en exprimant npr-1 dans les neurones AQR, PQR et URX. Ainsi, la signalisation NPR-1 
module l'alimentation sociale, la tolérance à l'éthanol, la perception sensorielle et l'évitement de 
la chaleur par le biais de voies moléculaires et neurales chevauchantes, mais non identiques. 
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Le gène npr-1 contrôle l'évitement thermique sans qu’il y ait redondance avec osm-9 et 
ocr-2. L’effet de la perte de la fonction npr-1 sur le comportement alimentaire social est 
supprimé par des mutations de perte de fonction dans osm-9 [11]. En revanche, l'effet de npr-1 
sur l'évitement de la chaleur n'est pas supprimé par osm-9. Le phénotype d'évitement de la 
chaleur de npr-1 (ad609); les mutants doubles osm-9 (ky10) ne peuvent pas être distingués de 
ceux des mutants simples npr-1 (ad609). Comme les mutants osm-9 n'ont qu'un léger défaut 
d'évitement de la chaleur, les études n’ont pas permis de déterminer si cette mutation a un effet 
cumulatif avec la mutation npr-1. Pour en savoir plus sur les interactions possibles entre les 
signaux NPR-1 et TRPV-dépendants, les auteurs ont comparé le phénotype des doubles mutants 
osm-9 / ocr-2 avec osm-9 / ocr-2 /npr-1 (ad609) triple mutant [11]. Les résultats ont révélé que 
le seuil d'évitement de la chaleur du triple mutant était plus grand que celui des mutants simples 
npr-1 (ad609) ou double osm-9 / ocr-2 mutants [11]. Ainsi, les seuils de diminution de la 
sensibilité thermique à des températures plus élevées des trois mutants par rapport à la souche 
sauvage N2 montrent que les gènes npr-1 et TRPV agissent de manière synergique, très 
probablement dans des voies génétiques parallèles [14]. 
1.5.4.2 Les neuropeptides NLPs 
Les neuropeptides jouent des rôles critiques dans la signalisation synaptique dans tous 
les systèmes nerveux. Les technologies de pointe ont permis la caractérisation de peptides 
endogènes dérivés des précurseurs de protéines, entre autres les neuropeptides de type NLP 
(Neuropeptide-Like Protein) [56]. 
Les Neuropeptide-Like Protein (NLP) constituent une famille de neuropeptides. Trente-
deux gènes codant pour des protéines de type neuropeptide NLP de C. elegans ont été identifiés 
[10]. Les gènes nlp définissent au moins 11 familles de neuropeptides putatifs avec des motifs 
uniques [10]. Des étiquettes de séquences exprimées similaires ont été identifiées chez d'autres 
espèces d'invertébrés pour l'ensemble des 11 familles. Six de ces familles sont définies par des 
motifs bioactifs putatifs (FAFA, GGYNH2, MRNH2, LQFNH2, LDNH2et GGARAF) [10]. Les 
cinq familles restantes sont apparentées à l'allatostatine, à la myomoduline, à la buccaline / 
drosulfakinine, à l'orcokinine et aux neuropeptides APGWNH2 (familles MGL / FNH2, 
FRPNH2, MSFNH2, GFGF et YGGWNH2, respectivement) [10]. La plus grande partie de 
l'expression du gène nlp de C. elegans se trouve dans les neurones. Les gènes nlp de C. elegans 
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et des gènes similaires codant pour des neuropeptides putatifs chez d'autres espèces sont 
susceptibles de jouer divers rôles dans la fonction du système nerveux [10]. 
1.5.5 Biosynthèse des neuropeptides chez C. elegans 
L’absence de certaines enzymes de biosynthèse des neuropeptides n’est pas critique pour 
la viabilité de C. elegans. Ce dernier est donc bien adapté à l'étude de la biochimie et de la 
fonction des neuropeptides, en inactivant le récepteur ou le gène associé à la production du 
neuropeptide. Ainsi, C. elegans a permis l'étude de la biosynthèse des neuropeptides chez des 
mutants dépourvus de certaines enzymes de traitement des neuropeptides [20]. La spectrométrie 
de masse est utilisée pour étudier les effets de l’activité de la proprotéine convertase et de la 
carboxypeptidase sur le traitement protéolytique des précurseurs des neuropeptides et sur le 
peptidome chez C. elegans [20]. 
1.5.5.1 Maturation et clivage enzymatique (cas de FLP-18 et FLP-21) 
 Le gène flp-18 code pour huit FLPs, mais puisque certains neuropeptides de FLP-18 sont 
des protéines isoformes, cela ramène le nombre effectif à 6 séquences distinctes de 
neuropeptides. On déduit que le gène de flp-18 code pour 6 neuropeptides FLP [13, 14] alors 
que le gène de flp-21 code pour un seul neuropeptide FLP [11, 20]. Le processus de maturation 
nécessite l’action des peptidases et consiste au passage du proneuropeptide inactif au 
neuropeptide mature bioactif. La maturation du proneuropeptide FLP-18 nécessite l’activité 
successive de la proprotéine convertase EGL-3 et de la carboxypeptidase-E EGL-21. 
L’amidation est le processus final pour chacun des neuropeptides FLP matures bioactifs [13, 
14]. La maturation du proneuropeptide FLP-21 nécessite l’action d’une seule peptidase, la 
carboxypeptidase-E (EGL-3). L’amidation s’ensuit pour le seul neuropeptide mature FLP-21 
(11, 20]. 
1.5.5.2 Régulation (processus de dégradation des neuropeptides) 
Les voies de traitement et de régulation des neuropeptides, bien que diverses, suivent 
plus ou moins le même cheminement. Les neuropeptides sont synthétisés sous la forme de 
grandes proprotéines ou proneuropeptides qui nécessitent un modification post-traductionnel 
[20]. Le peptide signal est clivé lors de l'entrée dans la voie sécrétoire par une peptidase signal. 
Par la suite, une proprotéine convertase (principalement EGL-3, mais aussi KPC-1, BLI-4 et 
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AEX-5 chez C. elegans) clive la partie restante de la protéine précurseur à des motifs spécifiques 
contenant des acides aminés basiques (KR, RR, RK, KK ou RXnR avec n = 2, 4, 6 ou 8). Ces 
résidus sont ensuite éliminés par une carboxypeptidase (principalement EGL-21, mais aussi 
CPD-1 et CPD-2 chez C. elegans) pour donner le peptide clivé [20]. Finalement, le résidu de 
neuropeptide obtenu est amidé.  L'amidation se fait en position C-terminale et comprend deux 
étapes [20]. La première étape est l'hydroxylation du carbone α par un PHM et la seconde étape 
est une réaction de clivage effectuée par un PAL. Cela va générer une molécule de neuropeptide 
α-amidé mature et bioactif. Chez les vertébrés, ces deux activités enzymatiques sont contenues 
dans une enzyme bifonctionnelle, PAM (figure 9) [20]. 
 
 
Figure 9 : Processus de maturation des neuropeptides (Inspiré de S. Van Bael et al., 2018) [20] 
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Les neuropeptides sont synthétisés sous la forme de grandes préprotéines qui nécessitent un modification post-
traductionnel. 
A) Le peptide signal est clivé lors de l'entrée dans la voie sécrétoire par une peptidase signal. Par la suite, une 
proprotéine convertase (principalement EGL-3, mais aussi KPC-1, BLI-4 et AEX-5 chez C. elegans) clive la partie 
restante de la protéine précurseur à des motifs spécifiques contenant des acides aminés basiques (KR, RR, RK, KK 
ou RXnR avec n = 2, 4, 6 ou 8). Ces résidus sont ensuite éliminés par une carboxypeptidase (EGL-21, CPD-1 et 
CPD-2 dans C. elegans) pour donner le peptide clivé. Finalement, le résidu de glycine carboxy-terminal, s'il est 
présent, est transformé en un amide. 
B) L'amidation carboxy-terminale comprend deux étapes : l'hydroxylation du carbone α de la glycine par un 
PHM, suivie d'une réaction de clivage effectuée par un PAL. Cela va générer une molécule de glyoxylate et le 
peptide α-amidé. 
NB : Chez les vertébrés, ces deux activités enzymatiques sont contenues dans une enzyme bifonctionnelle, PAM. 
 
1.5.6 Proprotéines convertases (EGL-3) chez C. elegans 
 La famille des proprotéines convertases, entre autres PC1/3, PC2 et la carboxypeptidase-
E (CPE), sont des exopeptidases importantes pour la synthèse des neuropeptides [4].  Les études 
de spécificité de clivage indiquent la propriété distincte pour les enzymes PC à cliver du côté 
COOH-terminal des sites de traitement des résidus d’acides aminés basiques appariés des 
proneuropeptides et des prohormones [4]. En effet, la CPE est l’étape cruciale pour obtenir la 
formation de neuropeptides bioactifs matures [4]. 
 1.5.6.1 Caractéristiques structurales et enzymatiques des convertases 
Des études ont montré que le gène egl-3 de C.  elegans code pour une protéine identique 
à 57% à la proprotéine convertase de type 2 (PC2) chez la souris; cette convertase régule les 
réponses mécanosensorielles [57]. La sensibilité au toucher corporel régulée par les cellules 
tactiles est grandement diminuée chez les mutants egl-3 / PC2. Ces résultats suggèrent que les 
peptides traités par EGL-3 / PC2 régulent normalement la réactivité de C. elegans aux stimuli 
mécaniques [4, 57]. 
Chez les mammifères, la famille des proprotéines convertases qui ressemblent aux gènes 
kex2 de la levure et à la subtilisine de la bactérie a été identifiée par clonage moléculaire sur la 
base des similitudes prédites de la kex2 de la levure avec les enzymes de transformation des 
prohormones mammaliennes [4]. Le clonage homologique a conduit à l'élucidation de la famille 
des proprotéines convertases qui sont constituées de PC1/3, PC2, furine, PACE4, PC3, PC5/6 
et PC7, qui agissent en position COOH-terminal des acides aminés basiques [4].  
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Dans nos travaux, nous allons nous focaliser davantage aux rôles des proprotéines 
convertases neuroendocriniennes spécifiques, constituées principalement de PC1/3 et de PC2 
pour la production de neuropeptides. Nous utilisons la spectrométrie de masse pour les études 
peptidomiques et l'identification des neuropeptides. 
 1.5.6.2 Localisation cellulaire chez C. elegans 
 EGL-3 est la proprotéine convertase qui transforme le proneuropeptide FLP-18 en 
neuropeptide intermédiaire, la localisation et l’expression de EGL-3 ont été réalisés par J. Kass 
et al. (2001) [57]. L'anticorps anti-EGL-3 PC2 a été utilisé pour des animaux transgéniques 
exprimant le KP # 454. Une construction EGL-3 :: GFP de sauvetage complète a été réalisé 
(figure 10 : A-C). EGL-3 exprimé de manière endogène a été visualisé en colorant des animaux 
non transgéniques de type sauvage (figure 10 : D) ou des mutants egl-3 (nu349) (figure 10 : E) 
[57].  L'expression de EGL-3 / PC2 dans les neurones de commande a été examinée en colorant 
des animaux transgéniques contenant à la fois KP # 454 et nuIs24, un transgène GLR-1 :: GFP, 
avec des anticorps anti-EGL-3 PC2 et anti-GLR-1 GluR (figure 10 : B ).  
 
Figure 10 : Localisation et expression de EGL-3 (Tiré de J. Kass et al. 2001) [57] 
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A) Expression de EGL-3 :: GFP a été mise en évidence dans les corps cellulaires de nombreux neurones de la tête 
et des ganglions de la queue (TG). De plus, les axones de l'anneau nerveux (NR) ont coloré de façon intense avec 
l'anticorps anti-EGL-3PC2. 
B) Expression de EGL-3 :: GFP dans les neurones de commande de PVC a été documentée par double coloration 
avec des anticorps anti-EGL-3 PC2 (à gauche) et anti-GLR-1 GluR (milieu). L'image fusionnée est montrée sur la 
droite. Ce panneau montre un animal en mosaïque dans lequel un neurone de PVC (indiqué par un astérisque) 
exprimait GLR-1 (vert) et EGL-3 (rouge), tandis que le second neurone de PVC (indiqué par la pointe de flèche) 
exprimait GLR-1 mais pas EGL -3. 
C) Les types de cellules non neurales (par exemple l'hypoderme et les cellules musculaires) ne sont pas colorés 
avec l'anticorps anti-egl-3 PC2. 
D), E), EGL-3 exprimé de manière endogène a été coloré avec des anticorps anti-EGL-3 PC2.  
D) Chez les souches sauvages une coloration brillante a été observée dans les axones de l'anneau nerveux (NR) et 
du cordon ventral (données non montrées). Les corps cellulaires (indiqués par des flèches) sont très faiblement 
colorés.  
E) Chez les mutants egl-3 (nu349), les axones de l'anneau nerveux (NR) et du cordon ventral (données non 
montrées) étaient faiblement colorés, alors qu'une coloration brillante des corps cellulaires neuronaux était observée 
(flèches).   Barres d'échelle, 10 µm. 
1.5.6.3 Gène, biosynthèse et activation des Proprotèines convertases chez C. elegans 
 Les peptides traités par les protéases EGL-3 régulent la fonction de commande des 
synapses des neurones ASH [57]. Les mutants KO egl-3 présentent une diminution de la 
réactivité aux stimuli tactiles. En revanche, des défauts prononcés de ponte et de 
mécanosensation ont été observés chez les mutants egl-3. On déduit que leurs neuropeptides ou 
leurs neurohormones respectifs jouent un rôle critique dans ces comportements. Ces résultats 
permettent de conclure que les niveaux d'activité de EGL-3 déterminent la sensibilité des C. 
elegans à des stimuli tactiles [57]. Les neuropeptides et les neurohormones agissent souvent 
comme neuromodulateurs, régulant l'impact des émetteurs classiques. Les résultats de 
différentes études classent C. elegans comme un modèle génétique utile pour étudier les 
mécanismes moléculaires par lesquels les neuropeptides modulent les réponses sensorielles [4, 
57, 58]. 
1.5.6.4 Substrats des protéines convertases et catalyse de clivage spécifique 
Au cours de la maturation chez C. elegans, la proprotéine convertase (PC) clive le 
proneuropeptide en position COOH-terminal du couple d’acide aminé basique [3, 4]. Le 
traitement par la PC produit des intermédiaires neuropeptidiques inactifs avec des résidus 
basiques COOH-terminaux (R ou K) [4]. Les résidus basiques des neuropeptides intermédiaires 
sont éliminés par la carboxypeptidase-E (CPE) [23-28, 55]. Les convertases de type subtilisine 
PC combinées à la carboxypeptidase-E représentent une voie de protéase importante pour la 
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conversion des proneuropeptides dans les neurotransmetteurs peptidiques actifs et les hormones 
[4]. 
1.5.7 Carboxypeptidase E (CPE) (egl-21) chez C. elegans 
 La carboxypeptidase-E est l’étape finale avant l’obtention du neuropeptide mature 
bioactif [4]. La CPE EGL-21 est exprimée dans 60% des cellules du système nerveux de C. 
elegans, y compris les interneurones, les motoneurones et les neurones sensoriels [58]. 
1.5.7.1 Caractéristiques de EGL-3 et EGL-21 
 Dans une étude de EGL-3, les mutants ont une diminution de la sensibilité aux stimuli 
mécanosensoriels [57], alors que les mutants egl-3 et egl-21 ont montré une diminution de la 
libération de l'acétylcholine [58]. De cette étude, une estimation neuropeptidique EGL-3 / PC2 
et EGL-21 / CPE pourrait inclure environ 200 neuropeptides uniques, codés par flp, nlp et deux 
gènes ins (ins-1 et ins-18) [58]. Ils ont été identifiés par la présence de sites de clivage uniques 
et dibasiques dans les gènes flp et nlp. Le traitement par EGL-3 / PC2 et EGL-21 / CPE est 
nécessaire pour produire des neuropeptides biologiquement actifs et des hormones qui modulent 
plusieurs circuits neuronaux différents. On a observé différents défauts de comportement chez 
les mutants dépourvus de ces enzymes [4, 58]. 
1.5.7.2 Localisation cellulaire chez C. elegans 
 La localisation et l’expression de EGL-21 et EGL-3 ont été réalisés par C. Tija and J. M. 
Kaplan (2003) [58]. L’expression d'EGL-21 et d'EGL-3 a été étudié chez des animaux de type 
sauvage et des mutants unc-104 KIF1A. L'anticorps anti-GFP a été utilisé pour colorer des 





Figure 11 : Expression de EGL-21 (CPE) et EGL-3 chez C. elegans de type sauvage et des 
mutants unc-104KIF1A (Tiré de C. Tija et al., 2003) [58]. 
A) La fusion intégrale de sauvetage gfp :: egl-21 montre une expression neurale large, incluant les corps cellulaires 
des neurones des ganglions de la tête et de la queue et les axones des cordons ventraux (VNC) et latéraux (LNC) 
(pointes de flèches) . En outre, de nombreux axones dans l'anneau nerveux (NR) sont fluorescents. 
B - C) Chez un mutant KIF1A unc-104 (e1265), egl-21 CPE est localisée dans les corps cellulaires. La réduction 
du trafic d'ECP d'EGL-21 induit par le KIF1A-104 vers des processus axonaux révèle un schéma d'expression plus 
large incluant ~ 100 neurones de tête (B) et les motoneurones de la moelle ventrale (C, flèches). 
D) La coloration anti-EGL-3 PC2 de type sauvage est principalement observée dans les axones de l'anneau nerveux 
(NR), tandis que les corps cellulaires sont faiblement colorés. 
E) Chez un mutant KIF1A unc-104 (e1265), la coloration anti-EGL-3 PC2 est localisé aux corps cellulaires. 
Barres d'échelle, 10 µm. 
 
1.5.7.3 Gène, biosynthèse et activation des CPE chez C. elegans 
La carboxypeptidase E (CPE) a été nommée enképhaline convertase à l’origine. En effet, 
elle était présente dans les vésicules chromaffines contenant de l'enképhaline de la 
médullosurrénale chez l’espèce bovine [59]. Le CPE a également été désigné sous le nom de 
carboxypeptidase H. La CPE était considérée comme étant la seule carboxypeptidase impliquée 
dans le traitement des peptides neuroendocriniens. Cependant, les souris dépourvues d'activité 
CPE se sont avérées capables de produire de faibles niveaux de nombreux peptides 
neuroendocriniens [59, 4]. Cela a appuyé l'idée que la CPE était impliquée dans la biosynthèse 
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de la plupart des peptides neuroendocriniens [59]. La CPE a été retrouvée chez tous les animaux 
vertébrés, ce qui est compatible avec son large rôle dans la biosynthèse des peptides 
neuroendocriniens. Un orthologue de la CPE a été identifié chez C. elegans (EGL-3) [4, 59]. 
Cependant, le traitement par EGL-3 et EGL-21 est nécessaire pour produire des neuropeptides 
biologiquement actifs et des hormones qui modulent plusieurs circuits neuronaux associés à la 
sensibilisation aux stimuli [58] 
1.5.7.4 Substrats des CPE et catalyse de clivage spécifique 
Les résidus basiques C-terminaux sont éliminés des peptides dans la vésicule sécrétoire 
par la carboxypeptidase-E. Un mutant KO de CPE (S202P) chez les souris a présenté des déficits 
comportementaux, avec des effets physiologiques étendus incluant non seulement l'obésité, 
mais aussi une densité minérale osseuse réduite et une diminution de la réactivité bronchique 
[59]. Les protéases de type subtilisine Prohormone Convertase 1/3 (PC1/3) et Prohormone 
Convertase 2 (PC2) sont souvent responsables de la production de neuropeptides intermédiaires 
dans lesquels Lys ou Arg est le résidu C-terminal [20, 3, 59]. L'élimination des résidus Lys et 
Arg C-terminaux du neuropeptide intermédiaire est catalysée par la carboxypeptidase-E [3, 20]. 
Les neuropeptides résultant du clivage par la CPE peuvent, dans certains cas, subir le 




Chapitre 2 : Spectrométrie de masse 
La spectrométrie de masse est une technique analytique permettant de détecter, 
d'identifier et de quantifier une substance ou des molécules d’intérêt par mesure de leur masse. 
Cette technique permet aussi de caractériser la structure chimique des molécules d’intérêt en 
procédant à leur fragmentation. Son principe réside dans la séparation en phase gazeuse de 
molécules chargées (ions), en fonction du rapport masse/charge (m/z) [65]. Les techniques qui 
prédominent aujourd’hui en spectrométrie de masse sont : HPLC-MS, HPLC-MS/MS, MALDI-
TOF et autres dérivés. Le spectromètre de masse se compose de différents éléments : un système 
d’introduction des échantillons, la source d’ionisation, l’analyseur, le détecteur et d’un système 
de traitement des données (enregistreur) [65]. 
2.1 Spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide à haute 
performance 
 
La spectrométrie de masse couplée à la chromatographie liquide (HPLC-MS) a été 
conceptualisée en 1973 et continue à se développer dans la quête de l'amélioration de la 
résolution, de la précision de masse et de la sensibilité [65]. Le couplage HPLC-MS est une 
technique d’actualité qui offre quatre avantages importants : une très grande précision pour la 
quantification, la capacité de caractériser les molécules  ainsi qu’une sensibilité et une spécificité 
de loin supérieures aux autres techniques analytiques [66, 67, 68, 69, 70, 71]. 
2.1.1 Chromatographie en phase liquide à haute performance (HPLC) 
L’HPLC est une méthode de séparation des constituants d’un mélange ou d’un 
échantillon afin de pouvoir les identifier et les quantifier. En effet, l’HPLC permet de séparer 
les peptides en fonction de leurs diverses propriétés physicochimiques issues des acides aminés 
qui les composent (charge, pH, degré d’hydrophobicité, taille…) [72, 73, 74]. Au cours du 
processus, l'échantillon à analyser est entrainé par la phase mobile dans une colonne remplie 
avec une phase stationnaire ayant une grande affinité ou non avec les substances qui traversent 
cette colonne [75]. Le choix de la phase stationnaire dépend des propriétés physicochimiques 
des molécules à analyser et se base principalement sur la structure et la polarité de celles-ci [76, 
77, 78]. Ainsi, les molécules n’ayant aucune affinité avec la phase stationnaire de la colonne n’y 
adhèrent pas. Par contre, les molécules ayant une grande affinité avec la phase stationnaire de 
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la colonne adhèrent à la surface de celle-ci [79, 80]. Le choix du débit d'écoulement de la phase 
mobile joue un rôle très important dans la capacité de celle-ci à séparer les molécules. Les 
colonnes HPLC ont été conçues pour réaliser une séparation chromatographique avec un flux 
laminaire tel que décrit par Van Deemter en 1956 [176].  La fine granulométrie de la phase 
stationnaire assure une meilleure séparation des composants [81]. 
Placé à la sortie de la colonne, un détecteur, couplé à un enregistreur, permet d'obtenir 
un tracé nommé chromatogramme, où le signal est normalement fonction de la concentration de 
l’analyte. Durant le processus de chromatographie, le temps de rétention, qui correspond au 
temps d’élution et de détection d’un composé, caractérise qualitativement une substance. 
Toutefois, l’identification des peptides par la chromatographie liquide uniquement n’est pas 
suffisante. En peptidomique, le couplage HPLC-MS est un outil sensible qui permet d’identifier, 
de caractériser et de quantifier les peptides dans des mélanges complexes en se basant sur la 
masse de l’ion précurseur et de ses fragments (CID, HCD). 
2.1.2 Spectrométrie de masse 
Un spectromètre de masse est constitué principalement des parties suivantes (Figure 12) : 
un système d’introduction de substance, d’une source d’ionisation, d'un analyseur, d’un 






Figure 12 : Composantes d’un spectre de masse (Inspiré par R. Y. John, 1998) [93]. 
Un spectromètre de masse est composé principalement d’un système d'introduction de l'échantillon, 
d’une source d'ionisation, d’un analyseur qui sépare les ions en fonction de leur masse et de leur charge 
et d’un détecteur qui détecte les ions sortant de l'analyseur. 
2.1.2.1 Sources d’ionisation 
Toutes les techniques de spectrométrie de masse font appel non pas aux espèces 
moléculaires en tant que telles, mais aux molécules ionisées. Tous les procédés reposent sur les 
déplacements d’ions moléculaires chargés et formés à partir d’une molécule. Afin que l’analyse 
soit réalisable, il faut au préalable avoir une étape d’ionisation de l’échantillon [82].   
La source d’ionisation assure trois fonctions : nébuliser, ioniser et produire un champ de 
transport des ions. (i) La nébulisation permet une séparation des molécules introduites dans le 
spectromètre par passage de l’état liquide à un état gazeux [83]. (ii) L’ionisation permet de 
transformer les molécules en ions grâce à des champs électriques et la présence de molécules 
(ex. H3O+) ou d’électrons (e-) favorisant le transfert de charge (iii) et avec pour conséquence la 
production d’un champ de transport des ions [84]. Ainsi, les molécules libérées par HPLC 
sont chargées dans la source par l’ionisation. Les molécules acides sont capables de céder un 
proton H+, ce qui entraine la formation d’un ion négatif ([M-H]-). Cet ion sera analysé en mode 
négatif. En parallèle, les molécules basiques sont aptes à capter un H+, ce qui entraine la 
formation d’ion positif ([M+H]+) analysé en mode positif [85] (Figure 13). En pratique, la quasi-
totalité des analyses peptidomiques et protéomiques sont réalisées en mode positif. 
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Figure 13 : Mecanisme d’ionisation en spectrometrie de masse (Dunham et al. 2012) [85]. 
Spectre MS de la β tachykinine58-71 obtenu avec une source d’ionisation ESI, sur un analyseur Trappe 
ionique. Chaque ion détecté correspond à un état de charge précis du peptide. 
 
Les critères de choix du type de source d’ionisation sont : la volatilité, la stabilité 
thermique du composé à analyser, la labilité chimique, les fonctions chimiques présentes et leur 
aptitude à induire une ionisation, la taille des molécules, les quantités de produit disponibles et 
le type d’introduction souhaitée (directe ou en HPLC) [86, 87]. 
Les sources d’ionisation les plus utilisées en spectrométrie de masse sont : la désorption, 
l’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI) [88, 89] et l'ionisation électro-spray ou 
Electro-Spray Ionisation (ESI) [90, 91]. Elles ont la capacité d’entrainer la formation d’ions 
stables avec peu ou pas de fragmentation [92] (Tableau 2). 
Tableau 1 : Critères de choix du type de source d’ionisation selon le type de 
l’échantillon à analyser 
 
Type d’ionisation Symbole Type de molécules 
Ionisation à impact électronique IE 
 
Petites molécules volatiles et thermostables 
Ionisation Chimique IC 




Ionisation par électronébullisation ESI 











2.1.2.2 Les analyseurs 
L’analyseur permet de séparer les ions produits en fonction du rapport masse/charge 
(appelé m/z) qui peut s’exprimer en Thomson (Th) [93, 101]. Il existe différents types 
d’analyseurs (Tableau 2). Les caractéristiques principales d'un analyseur sont la résolution R, la 
gamme m/z qu'il peut analyser, la rapidité de balayage, la sensibilité et la vitesse avec laquelle 
les ions le traversent [101]. La vitesse de balayage d’un analyseur varie énormément en fonction 
des différents types d’analyseurs [175]. 
  La résolution R d’un analyseur définit la capacité de distinguer une masse M par rapport 
à une masse M + ΔM. Il est admis que deux pics sont résolus quand l’intensité de la vallée entre 
ces pics est égale à 10% de l’intensité du pic le plus faible. La résolution pour un pic isolé se 
calcule en prenant la largeur du pic ΔM à 50% de son maximum. On parle alors de résolution 
FWHM (Full Width at Half Maximum) [102]. 
 
Figure 14 : Résolution d’un spectromètre de masse 
 
 
Les analyseurs les plus utilisés en peptidomique sont les analyseurs de type quadripolaire 
(Q), les trappes ioniques ou pièges à ions (IT), les trappes ioniques linéaires (LIT) [103] 
(Tableau 2) ainsi que des analyseurs hybrides couplant deux ou plusieurs analyseurs tels que les 
triples quadripôles (QqQ), le quadripôle couplé au temps de vol (QqTOF) [104] et également 
l’hybride QqOrbitrap [105]. Les analyseurs hybrides permettent d’obtenir des informations 
complémentaires. Particulièrement les instruments de haute résolution, les analyseurs hybrides 
ont une sensibilité et une capacité de séparation encore plus importante que l’analyseur seul. 













choisir le meilleur analyseur pour l’étude souhaitée. En peptidomique, l’analyseur permet à la 
fois de réaliser la détection et l’identification en mode MS, ainsi que la caractérisation et 
quantification en mode MS/MS [106]. 
 
Tableau 2 : Différents types de spectre de masse ainsi que leurs principes 
 
Types Symboles Principes 
Secteur 
électrostatique 
E Dispersion d’un faisceau ionique continu dans un champ 
électrique constant ; séparation selon l’énergie cinétique des 
ions 
Secteur magnétique B Dispersion d’un faisceau ionique continu ; séparation selon le 
momentum des ions dans un champ magnétique 
Temps de vol TOF Dispersion temporelle d’un faisceau ionique pulsé ; séparation 
selon le temps de vol 
Quadripôle linéaire Q Faisceau ionique continu dans un champ quadripolaire linéaire 




LIT Faisceau ionique continu et ion piégés ; accumulation et 




QIT Ions piégés ; séparation selon la trajectoire stable d’ions dans un 
champ quadripolaire tridimensionnelle de radio –fréquence 
Résonance ionique 
cyclotronique 
ICR Ions piégés ; séparation selon la fréquence cyclotronique dans 
un champ magnétique 
Les spectres de masse les plus utilisés en peptidomique sont dans les zones en  gris 
 2.2 Mode d’analyse MS 
Les ions issus de l’interface et piégés dans l’analyseur sont sélectionnés selon un rapport 
m/z donc un ion présent dans un mélange complexe d’ion pourrait être purifié. Différents modes 
de balayage peuvent être utilisés, selon l’information recherchée. Le mode « full scan MS » 
balaye tous les rapports m/z. Ainsi, les ions sont séparés dans l’espace en fonction du temps. Il 
en résulte la détection d’un grand nombre d’ions issus de la source et ayant des rapports m/z 
différents appartenant à l’intervalle ciblé [126] 
Suite à l’obtention d’un spectre de masse, un processus d’interprétation doit être établi, 
telle que l’isolement des ions précurseurs (parents) des bruits de fond. Il faut programmer 
l’acquisition des fragments uniquement à partir d’une certaine masse dans la configuration de 
l’appareil [127]. Une fois les pics moléculaires des ions précurseurs identifiés, la réalisation 
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d’une fragmentation en mode MS-MS devient possible afin de déterminer la structure de 
l’analyte [128]. 
2.3 Mode d’analyse MS/MS (MS2) 
La spectrométrie de masse en tandem permet d’étudier la structure des molécules et 
d’identifier de manière très spécifique certains ions [129]. Son principe se base sur l’isolement 
d’une part de l’ion précurseur (ion parent) que l’on désire fragmenter, d’autre part de sa 
fragmentation [130]. Ainsi, l’ion sélectionné par un premier analyseur se décompose 
spontanément (ion métastable). Ce dernier entre en collision dans une cellule remplie d’un gaz 
inerte, le plus souvent de l’argon, de l'azote ou de l'hélium [131]. Ensuite, les fragments 
résultants sont étudiés par un second analyseur. Les différents ions produits (ion fils) ne seront 
plus déstabilisés et la fréquence appliquée ne correspondra plus au rapport m/z des différents 
ions produits [132]. Les différents ions produits seront alors éjectés de l’analyseur vers le 
détecteur. Ce mode de balayage est relativement sélectif car, par exemple, deux ions précurseurs 
de même rapport m/z ne se fragmentent pas selon le même patron, entrainant donc la formation 
d’ions fragments différents et possédant des rapports m/z propres à leurs structures (Figure 15). 
Dans une dernière étape, ce processus d’isolement-fragmentation peut potentiellement se 
reproduire un grand nombre de fois selon les modes MS2, MS3…MSn. Le mode MSn permet 
d’obtenir des informations structurales d’un composé très complexe [133, 134]. Ces 
fragmentations répétées doivent considérer la limite de sensibilité́ de l’instrument utilisé. La 
méthode MS/MS peut être réalisée en combinant plusieurs analyseurs de même type comme le 
triple quadripôle ou de types différents : ce sont des analyseurs dits hybrides, comme le Q-TOF 





Figure 15 : Schéma de la spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) (Tiré de R. Y. John, 
1998, Roepstorff and Fohlman, 1984, Biemann, 1990b et du cours 2013 L2 de Régine Lebrun : 
https://sciences.univ-amu.fr/files/coursl2_20fevrier2013_r_lebrun.pdf ) [93, 139, 140]. 
 
Spectre MS : Identification de la molécule ionisée 
Spectre MS/MS : Caractérisation moléculaire en remontant la séquence peptidique 
2.4 Détermination de la structure primaire d’un peptide à l’aide des spectres MS 
et MS/MS 
 
La détermination de la structure primaire d'un peptide peut se faire par des spectres 
MS/MS [137]. L’échantillon biologique contenant le peptide ciblé est analysé par HPLC-MS. 
Les peptides sont analysés en spectrométrie de masse en mode full scan. Le pic abondant est 
sélectionné pour la fragmentation. Par la suite, les différentes transitions de fragments sont 
identifiées. L’ensemble des fragments observés est comparé avec les fragments générés in silico 
[122, 137].  
Les ions résultant de la fragmentation d’un peptide sont illustrés par un patron de 
fragmentation. La rupture d'une liaison de la chaine peptidique peut avoir lieu au niveau de trois 
types de liaisons : Cα-C, C-N ou N-Cα pour donner six types de fragments désignés par an, bn et 
cn du côté N-terminal et des fragments xn, yn et zn du côté C-terminal (Figure 16) [139, 140]. 
Les ions observés dépendent de nombreux facteurs, notamment de la séquence du 
peptide, de sa charge initiale, de l'énergie de la collision induisant la fragmentation et de la 
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nature et de la localisation d’acides aminés basiques. La présence d’acides aminés basiques au 




Figure 16 : Schéma d’un patron de fragmentation protéique et détermination de la structure 
d’une protéine à partir du spectre MS et MS/MS (Tiré de Roepstorff and Fohlman, 1984; 
Biemann, 1990b) [139, 140] 
 
Les fragments a, b et c contiennent l’extrémité N-terminale, tandis que les fragments x, y et z possèdent l’extrémité 
C-terminale du peptide. Le numéro indiqué (n) correspond au nombre d’acides aminés contenu dans le fragment. 
2.5 Mode Multiple Reaction Monitoring (MRM), Single Reaction Monitoring 
(SRM) 
Les différents modes MRM et SRM quantifient les ions avec une très grande sensibilité 
[141]. Les paramètres du premier analyseur sont choisis en considérant le rapport m/z à étudier. 
L’ion est fragmenté dans la cellule de collision et le second analyseur est focalisé sur l’un des 
fragments produits [142, 143]. Ainsi, l’analyse inclut deux étapes : (1) la sélection de différents 
ions de rapports m/z prédéfinis pour le mode MRM ou un seul ion de rapport m/z prédéfini pour 
le mode SRM. (2) Ces ions sont sélectionnés et analysés simultanément. Enfin, un fragment 
spécifique de l’ion précurseur, de valeur m/z prédéfinie, est sélectionné. C’est l’intensité du 
signal généré par ce fragment qui est utilisée pour la quantification de la molécule analysée. 






Figure 17 : Représentation schématique du mode MRM et SRM (Inspiré de V. Lange et al., 
2008; Vidova et Spacil, 2017) [142, 143]. 
2.6 Stratégies de quantification 
Plusieurs stratégies de quantification ont été développées afin de détecter des 
changements par rapport à l'abondance de peptides dans différents échantillons à comparer 
[144].  La quantification des peptides par spectrométrie de masse peut être relative ou absolue 
[92, 145]. La quantification relative fournit des comparaisons relatives de l'abondance des 
peptides entre un ensemble d’échantillons, par exemple, entre un groupe sain et un ou plusieurs 
groupes pathologiques. Il s’agit, en effet, de comparer les aires des pics des analytes d’intérêt 
[122]. A l'inverse, la quantification absolue vise à déterminer les concentrations des peptides 
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Les analyses spectrométriques peuvent être divisées en deux catégories. La première 
catégorie est basée sur un marquage isotopique stable [147] tandis que la deuxième catégorie 
est réalisée sans marquage isotopique et est dite « label free » [148]. Ainsi, au niveau des 
spectres, une distinction entre les échantillons marqués de ceux non marqués est possible. Les 
valeurs quantitatives sont calculées par rapport au ratio de l'intensité des pics, dont l'une 
comporte seulement l’isotope natif tandis que l'autre porte un certain nombre d'isotopes lourds 
stables. Ayant les mêmes propriétés chimiques, les isotopes peuvent être introduits 
simultanément mais sont clairement distingués par leur différence de masse. À partir des ratios 
des peptides lourds et légers, l’abondance relative entre les échantillons est mesurée [149].  
Toutefois, les approches basées sur un marquage isotopique ne sont pas toujours 
pratiques, raison pour laquelle les méthodes sans marquage (label free) sont à considérer. Ces 
techniques sont de plus en plus utilisées en peptidomique, car elles ne nécessitent aucune 
préparation chimique, donc aucune modification de l’échantillon. Elles permettent de conserver 
l’intégrité des échantillons peptidiques à analyser [150]. Elles permettent aussi d’analyser un 
grand nombre de peptides simultanément. C’est une méthode où les échantillons à comparer 
sont introduits individuellement dans un spectromètre de masse. Ensuite, les intensités et les 
fréquences des pics sont comparées dans des analyses séparées, afin de calculer l’abondance 
relative [144]. Dans un premier temps, il est nécessaire d’aligner les transitions de masses 
sélectionnées afin de s’assurer qu’elles correspondent à la structure du peptide ciblé [104]. Une 
optimisation des transitions utilisées pour créer une méthode analytique sensible serait 
envisagée. Ces opérations sont suivies par un traitement statistique des données relatives aux 
transitions. La quantification est basée sur la comparaison de profils MS et la comparaison des 
intensités du signal observé entre les deux échantillons [151]. Ceci permet de corréler les 
changements de concentrations peptidiques entre différents phénotypes et/ou génotypes (wild-
type vs knock-out) et de comparer un nombre illimité́ d’échantillons, même si chaque 
échantillon doit être analysé individuellement [152, 11]. L’inconvénient de cette méthode est 
que chaque variation dans la préparation d’échantillon peut mener à plusieurs erreurs 
expérimentales qui ne peuvent pas être corrigées par un étalon interne. Ce biais expérimental 

















La maturation des neuropeptides important dans la transduction du signal nociceptif 
requiert l’action successive de la proprotéine convertase (EGL-3) et de la carboxypepidase-E 
(EGL-21). Plus spécifiquement, la thermosensation est intimement lié à la voie FLP-18/FLP-21 
/ NPR-1. La maturation du proneuropeptide FLP-18 nécessite l’action successive de EGL-3 et 
de EGL-21 alors que la maturation du proneuropeptide FLP-21 nécessite seulement l’action de 
la proprotéine convertase (EGL-3).  
 
 Nos hypothèses de départ étaient les suivantes : 
1) Les souches mutantes de C. elegans (egl-3 et egl-21 ; flp-18 et flp-21) devaient présenter une 
diminution significative de la sensibilité aux stimuli thermiques et chimiques. 
2) Les modulations du comportement d’évitement observées devaient être proportionnelles à 
l’expression des neuropeptides pronociceptifs (FLPs). 
Les objectifs de l’étude ont été fixés comme suit : 
1) Faire une analyse quantitative du comportement d’évitement de chaque type de stimulus pour 
les différentes souches de C. elegans, soit la souche sauvage ou Wild Type (N2) et les souches 
mutantes (egl-3 et egl-21 ; flp-18 et flp-21). Comparer le comportement du N2 à chaque mutant. 
2) Caractériser et quantifier l’expression des FLPs par spectrométrie de masse ; 
3) Analyser la corrélation entre les changements phénotypiques des mutants et la diminution 















Chapitre 3 : Article de recherche 
Article sous-presse et disponible en ligne: Neuropeptides. 2018. doi: 
10.1016/j.npep.2018.11.002. 
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Caenorhabditis elegans (C. elegans) is a widely used model organism to examine nocifensive 
response to noxious stimuli, including heat avoidance. Recently, comprehensive analysis of the 
genome sequence revealed several pro-neuropeptide genes, encoding a series of bioactive 
neuropeptides. C. elegans neuropeptides are involved in the modulation of essentially all 
behaviors including locomotion, mechanosensation, thermosensation and chemosensation. The 
maturation of pro-neuropeptide to neuropeptide is performed by ortholog pro-protein 
convertases and carboxypeptidase E (e.g. EGL-3 and EGL-21). We hypothesized that C. elegans 
egl-3 or egl-21 mutants will have a significant decrease in mature neuropeptides and they will 
display an impaired heat avoidance behavior.  Our data has shown that thermal avoidance 
behavior of egl-3 and egl-21 mutants was significantly hampered compared to WT(N2) C. 
elegans. Moreover, flp-18, flp-21 and npr-1 mutant C. elegans displayed a similar phenotype. 
EGL-3 pro-protein convertase and EGL-21 carboxypeptidase E are essential enzymes for the 
maturation of pro-neuropeptides to active neuropeptides in C. elegans. Quantitative mass 
spectrometry analyses with egl-3 and egl-21 mutant C. elegans homogenates demonstrated that 
proteolysis of ProFLP-18 and ProFLP-21 are severely impeded, leading to a lack of mature 
bioactive neuropeptides. Not only FLP-21 but also FLP-18 related mature neuropeptides, both 








Caenorhabditis elegans (C. elegans) is a remarkable animal model system for functional 
genomics pertinent to mammalian and human biology and diseases [Komuniecki et al. 2012; 
Avila et al. 2012]. C. elegans genome sequencing was finalized in 1998 and it is now 
comprehensively annotated and publicly available [The C. elegans Sequencing Consortium, 
1998 ; the C. elegans genome sequencing project, 1999]. This is an important benefit for 
proteomic investigations particularly in the context of comprehensive biochemical and signaling 
network studies [Tullet, 2014; Boucher et al. 2013]. Interestingly, adult C. elegans consists of 
959 cells including 302 neurons, which make this model attractive to study neuronal 
communication at the physiological and molecular levels [Wittenburg and Baumeister, 1999]. 
C. elegans is particularly useful for the study of nociception as it exhibits a well-defined and 
reproducible nocifensive behavior, involving a reversal and change in direction away from the 
noxious stimulus [Wittenburg and Baumeister, 1999; Carr and Zachariou, 2014]. Following the 
genome sequencing of C. elegans, it was determined that specific genes encode transient 
receptor potential (TRP) ion channel proteins with significant sequence similarities to 
mammalian TRP channels including the transient receptor potential cation channel subfamily V 
member 1 (TRPV1) [Kahn-Kirby and Bargmann, 2006]. Specifically, five TRP subfamilies 
including TRPV analogs (e.g. OSM-9 and OCR-1-4) were characterized [Xiao and Xu, 2011]. 
Furthermore, it has been recently established that C. elegans TRP channels are associated with 
behavioral and physiological processes, including sensory transduction of thermal and chemical 
information [Glauser et al. 2011;	Venkatachalam et al. 2014]. Many C. elegans TRP channels 
share similar activation and regulatory mechanisms with their mammal counterparts. 
Interestingly, it was revealed that the thermal avoidance response of C. elegans is amplified 
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when animals are exposed to capsaicin a well-known agonist of the TRPV1 [Wittenburg and 
Baumeister, 1999; Tobin et al. 2002]. Furthermore, the TRPV1 can be activated by other 
physical and chemical stimuli including noxious heat, low pH, divalent cations and animal 
toxins [Yang and Zheng, 2017]. The activation of the TRPV1 triggers the release of several 
neuropeptides, including substance P and calcitonin gene-related peptide central to synaptic and 
nociceptive transmission in mammals [Jara-Oseguera et al., 2008 ; Gazzieri et al., 2007].  
Neuronal molecular communication in C. elegans was recently investigated and exploratory 
immunochemical analyses exposed the presence of numerous neuropeptides in C. elegans [Mills 
et al. 2012]. Additionally, a comprehensive analysis of the genome sequence revealed several 
pro-neuropeptide genes, encoding a series of bioactive neuropeptides and specific neuropeptide 
receptors playing a central role in synaptic transmission [Li, 2005; Hu et al. 2012; Choi et al. 
2013]. Neuropeptides are involved in the modulation of essentially all behaviors including 
locomotion, mechanosensation, thermosensation and chemosensation [Komuniecki et al., 
2012]. Neuropeptides act as neuromodulators and as fast neurotransmitters. The broad existence 
of these neuropeptides in nematodes suggests a fundamental role of neuropeptidergic signaling 
in C. elegans but the molecular pathways and networks are poorly understood. Moreover, C. 
elegans uses classical neurotransmitter systems like acetylcholine (Ach), glutamate, g-
amunobutyric acid (GABA), serotonin, dopamine and octopamine found in mammals [Barclay 
et al. 2012]. Several neuropeptide receptors were identified and were shown to play an important 
role in signal transduction. It has been recently demonstrated that neuropeptide receptor 1 (NPR-
1) play a central role in locomotion and thermal avoidance.  NPR-1 and its ligands FLP-18 and 
FLP-21 play an important role in the regulation of locomotion [Choi et al. 2013]. Additionally, 
data suggested that TRPV channels (i.e. OSM-9 and OCR-2) and the FLP-21/ NPR-1 
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neuropeptide signaling pathway are essential for the nocifensive response associated to heat 
avoidance in C. elegans [Glauser et al. 2011]. Therefore, the key proteases (e.g. ELG-3 and 
EGL-21) involved in the processing of pro-neuropeptides into neuropeptides can potentially 
regulate nociceptive behavior in C. elegans.  
In mammals, several neuropeptides are synthesized by the action of pro-protein convertases 
(PCs) and endopeptidases during the axonal transport (Hook et al. 2008; Saidi et al., 2016; Ruiz 
and Beaudry, 2016; Saidi and Beaudry, 2017; Ben Salem, et al., 2018). Recently, it was revealed 
that C.elegans egl-3 gene encodes a protein (i.e. EGL-3) with 57% sequence homology 
compared to mammalian pro-protein convertase type 2 (PC2) [Kass et al. 2001]. EGL-3 is a 
serine endoprotease which cleaves pro-proteins at paired basic amino acids as shown in Figure 
1 and is an ortholog of the human PC2. EGL-3 is an essential enzyme involved in the maturation 
of pro-neuropeptides to active neuropeptides in C .elegans [Hook, 2008 ; Li and Kim, 2008]. 
Analogously to human, C. elegans egl-21 gene encodes a protein (i.e. EGL-21) that is an 
ortholog of the human carboxypeptidase E and this enzyme is broadly expressed in several 
neurons. EGL-21 is essential for removing basic residues from the C-terminal following EGL-
3 pro-neuropeptide processing [Jacob and Kaplan, 2003]. Thus, we believe that egl-3 and egl-
21 mutant animals will lack mature neuropeptides and consequently synaptic chemical 
communication will be impaired. Changes in nocifensive behavior are orchestrated by specific 
altered activity during synaptic communication in C. elegans.  
The objectives of the study were to characterize nocifensive responses of wild type (N2 strain), 
egl-3 and elg-21 mutants as well as specific neuropeptide mutant nematodes (flp-21 and flp-18) 
and neuropeptide receptor npr-1 following exposition to noxious heat (i.e. 33-35˚C). 
Chemotaxis results are shown in supplementary figures. Relative quantification of FLP-21 and 
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FLP-18 related neuropeptides were performed using high performance liquid chromatography 
coupled to a hybrid Orbitrap high-resolution mass spectrometer. 
2. Materials and Methods 
 
2.1 Chemicals and reagents 
All chemicals and reagents were obtained from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA) or 
MilliporeSigma (St-Louis, MO, USA). For mass spectrometry analysis, formic acid, water 
(HPLC-MS Optima grade), acetonitrile (HPLC-MS Optima grade), trifluoroacetic acid (TFA), 
were purchased from Fisher Scientific. 
2.2 C. elegans strains 
The N2 (Bristol) isolate of C. elegans was used as a reference strain. Mutant strains used in this 
work included: egl-21 (KP2018); egl-21 (MT1206); egl-3 (MT1541); egl-3 (VC461); flp-18 
(AX1410); flp-21 (RB982); npr-1 (CX4148). N2 (Bistrol) and other strains were obtained from 
the Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minnesota (Minneapolis, MN, USA). 
Strains were maintained and manipulated under standard conditions as described [Brenner, 
1974; Margie et al., 2013]. Worms were grown and kept on Nematode Growth Medium (NGM) 
agar at 22˚C in a Thermo Scientific Heratherm refrigerated incubator.  Analyses were performed 
at temperature ranging from 22 to 25 °C unless otherwise noted.  
2.3 Thermal avoidance and chemotaxis assays 
The principle behind evaluating the C. elegans response to a stimulus (i.e thermal or chemical) 
is to observe and quantify the movement evoked in response to a specific stimulus. The methods 
proposed in this manuscript for the evaluation of thermal avoidance or chemotaxis were adapted 
from the two and four quadrants strategies previously described [Margie et al., 2013; Porta-de-
la-Riva et al. 2012]. We decided to use the same observation strategy for all the test performed 
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to enable better comparison. The experimental schematics are illustrated in Figure 2. 
Chemotaxis assay results are available as supplemental figures. Experiments were performed 
on 92 x 16 mm petri dishes divided into four quadrants. A middle circle delimited (i.e. 1 cm 
diameter) an area where animals were not counted. This prevents immobile worms from 
distorting the behavior data. The quadrants create an alternating configuration of thermal (or 
chemical) stimuli areas and control areas to prevent any bias that may appear resulting from the 
initial location of the nematodes. Petri dishes were divided into quadrants; two stimulus areas 
(A and D) and two control areas (B and C). Sodium azide (i.e. 0.5M) was used in all quadrants 
to paralyze the nematodes. Nociceptive heat was generated using an electronically heated metal 
tip (0.8-mm diameter) producing a constant radial temperature gradient (e.g. 32-35˚C on the 
NGM agar at 2 mm from the tip measured with an infrared thermometer). Nematodes were 
isolated, prepared and washed according to protocol outline by Margie et al. (2013). From this 
point, they were off food pending and throughout all experimentations. The nematodes (i.e. 50 
to 200 young adult worms) were deposited at the center of a marked petri dish and after 30 
minutes, they were counted per quadrant. Nematodes that did not cross the inner circle were not 
counted. The derived Thermal avoidance Index (TI) formula is shown in Figure 2. Both TI and 
the animal avoidance percentage were used to phenotype each tested C. elegans genotype. The 
selection of quadrant temperature was based on previous experiments [Wittenburg and 
Baumeister, 1999]. 
2.4 Analysis of neuropeptides 
2.4.1 C. elegans homogenization and peptides extraction 
The N2 (Bristol) isolate of C. elegans was used as a reference strain. Mutant strains used for the 
neuropeptide analyses work included: egl-21 (KP2018); egl-21 (MT1206); egl-3 (MT1541); 
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egl-3 (VC461). Strains were cultured in liquid media standard as described [Brenner, 1974; 
Margie et al., 2013]. The liquid media was centrifuged at 1,000 g for 10 min and nematodes 
were collected and aliquoted to re-enforced 1.5 mL homogenizer tubes containing 500 µm glass 
beads. A solution of 0.1% TFA in water was added at a ratio of 1:5 (w:v) and a Disruptor Genie 
was used at 2,800 rpm for 15 minutes. Nematodes were homogenized in a TFA solution to 
inhibit the enzymatic degradation of neuropeptides. The homogenates were centrifuged at 
12,000 g for 10 min. The protein concentration for each homogenate was determined using a 
Bradford assay and all samples were normalized to avoid any bias. One hundred microliters of 
sample were taken and mixed with 100 µL of methanol containing 0.1% TFA to precipitate 
large and medium size proteins. Samples were centrifuge at 12,000 g for 10 min. The 
supernatant was dried using an Eppendorf vacuum concentrator, resuspended in 50 µL of 5% 
acetonitrile in water containing 0.1% formic acid and transferred into low volume HPLC vials. 
2.4.2 Chromatographic conditions 
The HPLC system was a Thermo Scientific Vanquish FLEX UHPLC system (San Jose, CA, 
USA). The chromatography was performed using a gradient mobile phase along with a 
microbore column Thermo Biobasic C18 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The initial 
mobile phase condition consisted of acetonitrile and water (both fortified with 0.1% of formic 
acid) at a ratio of 5:95. From 0 to 2 min, the ratio was maintained at 5:95. From 2 to 22 min, a 
linear gradient was applied up to a ratio of 50:50 and maintained for 3 min. The mobile phase 
composition ratio was reverted at the initial conditions and the column was allowed to re-
equilibrate for 15 min for a total run time of 40 min. The flow rate was fixed at 75 µL/min and 




2.4.3 Mass Spectrometry conditions 
A Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA) was 
interfaced with a Thermo Scientific Vanquish FLEX UHPLC system using a pneumatic assisted 
heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion mode and operating 
in scan mode at high-resolution and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was used for sheath and 
auxiliary gases and they were set at 10 and 5 arbitrary units. Auxiliary gas was heated to 200˚C. 
The heated ESI probe was set to 4000 V and the ion transfer tube temperature was set to 300°C. 
The scan range was set to m/z 400-2000. Data was acquired at a resolving power of 140,000 
(FWHM using automatic gain control target of 3.0x106 and maximum ion injection time of 200 
msec. Product ion spectra (MS2) were acquired at a resolving power of 17,500 (FWHM), using 
automatic gain control target of 2.0x105 and maximum ion injection time of 50 msec. The 
normalized collision energy was set to 28 (HCD) and the isolation window was set to 2 Da. 
Targeted peptide quantifications were performed at MS1 level using specific precursor masses 
based on the monoisotopic masses. Peptide quantification was performed by extracting specific 
precursor ions using a 5 ppm mass window and a label free approach. The data were normalized 
based on the peak areas observed of the mean WT (N2) strain for relative quantification. 
Analyses were performed in triplicate. Instrument calibration was performed prior to all 
analyses and mass accuracy was notably below 1 ppm using Thermo Pierce calibration solution 
and automated instrument protocol. Peptide sequences were verified base on typical b and y 
fragments observed at the MS2 level.  
2.5 Statistical analysis 
All behavior data were analyzed using a one-way ANOVA followed by Dunnett multiple 
comparison test (e.g. WT(N2) was the control group used). Significance was set a priori to p < 
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0.05. The statistical analyses were performed using PRISM (version 7.0d). Neuropeptide data 
were analyzed with a two-tailed Student-t test with significance set a priori to p < 0.01.  
3. Results and discussion 
3.1 C. elegans thermal avoidance behavior 
Thermal avoidance assays are widely used as a model to study how sensory information is 
integrated to alter nematode behavior. Noxious temperatures (> 30˚C) provoke a temperature 
avoidance response in C. elegans that can be quantified using a standard thermal avoidance 
assay. Comprehensive studies have suggested that AFD neurons are the main thermosensors in 
C. elegans [Mori and Ohshima 1995; Koutarou et al., 2004]. Also, FLP neurons located in the 
head and PHC neurons in the tail act as thermonociceptive neurons and both express heat- and 
capsaicin-sensitive TRPV channels, OCR-2 and OSM-9 [Liu et al., 2012 ; Glauser et al., 2011]. 
Interestingly, a recent study has shown that heat avoidance is not related to AFD sensory neurons 
but does rely on functional NPR-1 receptors located in the RMG interneuron [Glauser et al., 
2011]. Moreover, NPR-1 controls heat avoidance coactively with OSM-9 and OCR-2. NPR-1 
function as a receptor for flp-18- and flp-21-encoded neuropeptides. It was extensively 
demonstrated that FLP-21/NPR-1 are key players for nocifensive response triggered by noxious 
heat.  The ASH neuron is considered an important nociceptor involved in avoidance responses 
from noxious stimuli, but its role in heat avoidance is not clear despite ASH neurons expressing 
OCR-2 and OSM-9 channels [Sassa et al. 2013]. However, it is well established that signaling 
from ASH neurons induce avoidance behavior through gap junctions with RMG interneurons 
and that communication is regulated by the NPR-1 receptor [Metaxakis et al., 2018; Glauser et 
al., 2011]. EGL-3 is an essential enzyme involved in the maturation of pro-neuropeptides to 
active neuropeptides and EGL-21 removes basic residues from the C-terminal following EGL-
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3 pro-neuropeptide processing leading to active neuropeptides, including FLP-21- and FLP-18- 
related neuropeptides.  
Thermal avoidance assays described in Figure 2 were performed to assess if egl-3 and egl-21 
mutant C. elegans will display an impeded nocifensive response to noxious heat. The initial 
experiment involved an assessment of the mobility and bias for WT (N2) and mutants egl-3, 
elg-21, flp-18, flp-21 and npr-1 nematodes. Animals were placed in the center of plates divided 
into quadrants conserved at constant temperature (i.e. 22˚C) and no stimulus was applied 
(negative control). As shown in Figure 3, there was no quadrant selection bias observed for all 
C. elegans genotypes tested. The nematodes were not preferably selecting any quadrant and 
were uniformly distributed after 30 minutes following the initial placement at the center of the 
marked petri dish.  
The thermal behavior of C. elegans was studied on petri dishes in which two opposite quadrants 
had a surface temperature of 33˚C to 35˚C and the other two were at room temperature. The 
results depicted in Figure 4 suggest that egl-3 and egl-21 thermal avoidance is defective for 
these mutants. These results are coherent with our initial hypothesis since both of these enzymes 
are important for the maturation of pro-neuropeptides to neuropeptides. Additionally, flp-18, 
flp-21 and npr-1 mutants also displayed an impeded thermal avoidance behavior. However, it 
was significantly less pronounced compared to egl-3 and egl-21 mutants. Both egl-3 and egl-21 
mutant animals lack a wide variety of mature neuropeptides. Thus, synaptic chemical 
communication is impaired, probably with RMG and other interneurons [Glauser et al., 2011; 
Peymen et al. 2014]. As it was previously established, heat avoidance relies on functional NPR-
1 receptors located in the RMG interneuron and both, FLP-18 and FLP-21 mature neuropeptides 
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are ligands of NPR-1. Changes in nocifensive behavior are coordinated by specific molecular 
modulation of the neurotransmitters involved in synaptic communications in C. elegans. 
Chemotaxis experiments performed (e.g. chemical repellent, acid and osmotic pressure) are 
presented in supplementary figures (i.e. Figure S1, Figure S2 and Figure S3). The results do not 
show any significant difference between WT (N2) and all tested mutants. Classical small 
molecule neurotransmitters modulate behavior in response to various stimuli in C. elegans and 
subsequently, neuropeptides may not be essential for C. elegans to respond to chemical 
repellents [Li and Kim, 2008; Hilliard et al., 2002].  
3.2 High-resolution mass spectrometry analysis of specific neuropeptides 
The analysis of C. elegans homogenates was performed using a hybrid Quadrupole-Orbitrap 
mass spectrometer operating in full scan MS mode at a resolution of 140,000 (FWHM) and in 
full scan MS2 mode at a resolution of 17,500 (FWHM). Based on specific cleavage points 
identified in Figure 1 and in silico C- and N-ladder fragmentation, we generated an in silico 
mass list for FLP-18 (UniProtKB - Q9N4V0) and FLP-21 (UniProtKB - Q18234) related pro-
neuropeptides and neuropeptides to extract specific m/z (± 5 ppm) from the total ion current 
(TIC) chromatogram. Moreover, MS2 spectra were collected using an inclusion list to trigger 
MS2 analyses based upon accurate mass of targeted precursor ions. As illustrated in Table 1, all 
targeted pro-neuropeptides and neuropeptides were detected with mass accuracy ranging from 
-2.47 ppm to 2.53 ppm (< 3 ppm). The mass accuracy observed was within the instrument 
specifications. Moreover, all the acquired MS2 spectra confirmed the targeted peptide sequences 
based on typical a,b,c and x,y,z positive ion fragments [Roepstorff and Fohlman, 1984]. An 
example of TIC, extracted ion chromatogram (XIC) and MS2 spectra is presented in 




The relative peptide quantification was based on a label free approach well described in the 
proteomic literature [Blein-Nicolas and Zivy, 2016; Neilson et al. 2011]. More specifically, 
peak areas based on MS1 XIC’s were compared between samples and relative peptide 
concentrations were determined based on the ratio of the mean area of the WT (N2) group. 
Technical triplicate precision assessments were performed, and all groups provided %CV < 
10%. As shown in Figure 5, there was no significant concentration difference for FLP-21G and 
FLP-21 neuropeptides between WT(N2) and egl-21 mutants. This was expected since EGL-21 
is not involved in the biosynthesis of mature FLP-21 neuropeptide as shown in Figure 1. 
However, significant FLP-21G pro-neuropeptide and FLP-21 concentration differences were 
observed for egl-3 mutants. Importantly, this was an expected result even if mature FLP-21 
neuropeptide was detected. As shown in Figure 1A, other pathways can lead to the biosynthesis 
of FLP-21G and FLP-21 neuropeptides. Moreover, redundant proteolytic reactions from other 
proteases can explain these results [Hook et al. 2008; Husson et al., 2007]. The relative 
quantification results for FLP-18-related neuropeptides are presented in Figure 6. Interestingly, 
all FLP-18 pro-neuropeptides incorporating at the C-terminal GKR sequence appear to 
accumulate in egl-21 mutants. These mutants have a deficit in the expression of the EGL-21 
carboxypeptidase E and, therefore, the catalytic reaction to remove C-terminal R or K residues 
from peptides is significantly hampered. Similarly, egl-3 mutants display a significant deficit in 
both FLP-18 pro-neuropeptides including C-terminal GKR sequence, and mature FLP-18 
neuropeptides. These results are coherent with prior published qualitative results [Husson et al. 
2006]. EGL-3 is an ortholog of the mammalian prohormone convertase 2 (PC2), an important 
enzyme involved in the processing of neuropeptide precursors at paired basic residues (i.e. RR, 
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KR, RK and KK). As presented in Figure 1A, the CPL-1 and PAM-1 pathway does not appear 
to compensate for the deficit in expression of the EGL-3 pro-protein convertase and EGL-21 
carboxypeptidase E in egl-3 and egl-21 C. elegans mutants. These results are coherent with 
other studies we have performed on mammalian CNS tissue fractions [Saidi et al., 2015; Orduna 
and Beaudry, 2016; Saidi and Beaudry, 2017; Ben Salem et al. 2018]. This is a very interesting 
finding for further translational studies using C. elegans as a model organism for nociceptive 
pharmacology studies. Although, the neuropeptide analyses were performed using whole-
animal lysate, the results demonstrated that egl-3 and egl-21 mutant C. elegans have a 
noteworthy deficit in mature neuropeptides which results in impaired synaptic chemical 
communication, possibly with the interneuron RMG [Glauser et al., 2011; Peymen et al. 2014]. 
As discovered previously, NPR-1 ligands/NPR-1 neuropeptide signaling pathway is necessary 
to trigger nocifensive response of C. elegans to noxious heat [Glauser et al. 2011]. In C. elegans, 




The thermal avoidance behavior of egl-3 and egl-21 mutant C. elegans was significantly 
hampered compared to WT(N2) C. elegans. Moreover, flp-18, flp-21 and npr-1 mutant C. 
elegans displayed a similar phenotype. EGL-3 pro-protein convertase and EGL-21 
carboxypeptidase E are essential enzymes for the maturation of pro-neuropeptides to active 
neuropeptides in C. elegans. The ability to avoid noxious heat is strongly associated with the 
neuropeptide receptor gene npr-1. FLP-18/FLP-21/NPR-1 neuropeptide signaling pathways 
appear to be important to determine the threshold for heat avoidance in C. elegans but other 
neuropeptides and neuropeptide receptors are most likely playing an important role. 
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Experiments using egl-3 and egl-21 mutant C. elegans homogenates demonstrate that 
proteolysis of ProFLP-21 and ProFLP-18 are severely hindered leading to a lack of mature 
bioactive neuropeptides. Pharmacological manipulations of pro-protein convertases could be an 
interesting strategy to alter sensitivity threshold in higher species.  
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FLP21-G	 GLGPRPLRFG	 +2	 535.3169	 535.3158	 -2.05	
FLP21(NH2)	 GLGPRPLRF-NH2	 +2	 506.3142	 506.3145	 0.59	
FLP18-1GKR	 GAMPGVLRFGKR	 +2	 644.8690	 644.8682	 -1.24	
FLP18-1	 GAMPGVLRF-NH2	 +2	 473.7682	 473.7694	 2.53	
FLP18-2GKR	 EMPGVLRFGKR	 +2	 645.3610	 645.3614	 0.62	
FLP18-2	 EMPGVLRF-NH2	 +2	 474.2602	 474.2611	 1.90	
FLP18-3GKR	 SVPGVLRFGKR	
SVPGVLRFGRK	
+2	 608.3697	 608.3682	 -2.47	
FLP18-3	 SVPGVLRF-NH2	 +2	 437.2689	 437.2692	 0.69	
FLP18-4GKR	 EIPGVLRFGKR	 +2	 636.3828	 636.3824	 -0.63	
FLP18-4	 EIPGVLRF-NH2	 +2	 465.2820	 465.2812	 -1.72	
FLP18-5GKR	 SEVPGVLRFGKR	 +2	 672.8910	 672.8899	 -1.63	
FLP18-5	 SEVPGVLRF-NH2	 +2	 501.7902	
	
501.7909	 1.40	
FLP18-6GKR	 DVPGVLRFGKR	 +2	 622.3671	 622.3664	 -1.12	
FLP18-6	 DVPGVLRF-NH2	 +2	 451.2663	 451.2668	 1.11	
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Figure 1. Neuropeptide processing by pro-protein convertases (EGL-3) and carboxypeptidase 
E (EGL-21). Most pro-neuropeptides have several paired basic amino acid cleavage sites and 
based on the sequence, various processing intermediates can be derived leading to mature 
neuropeptide. A) Generalyse protease pathways for pro-neuropeptide processing in C.elegans 
(adapted from Hook et al., 2008). B)  FLP-21 processing by pro-protein convertases EGL-3 
leading to active FLP-21 neuropeptide. C) FLP-18 processing by pro-protein convertases EGL-
3 and carboxypeptidase E EGL-21 leading to several actives neuropeptides with common C-
terminal sequence of  GVLRFG.  
 
Figure 2.  Technical schematics of the four quadrants assay adapted from Margie et al. (2013). 
For thermal avoidance assay and chemotaxis, plates were divided into quadrants two test (A and 
D) and two controls (B and C). Sodium azide was added to all four quadrants to paralyse 
nematodes. C.elegans were added at the center of the plate (n=50 to 200) and after 30 minutes, 
animals were counted on each quadrant. Only animals outside the inner circle were scored. The 
calculation of the thermal avoidance index and chemotaxis index were performed has outlined. 
Quadrants temperature was continuously monitored using an infrared thermometer.  
 
Figure 3.  Comparison of the mobility and bias for WT (N2) and mutants egl-3, elg-21, flp-18,  
flp-21 and npr-1 animals in plates divided into quadrants conserve at constant temperature and 
no stimulus were applied (negative control). No quadrant selection bias was observed for all C. 
elegans genotype tested.   
 
Figure 4. Thermal avoidance index and avoidance were evaluated for WT (N2) and mutants 
egl-3, elg-21, flp-18, flp-21 and npr-1 animals. Display values (mean ± SD) were calculated 
from at least 3 independent experiments (n >150 nematodes) for each genotype. Heat avoidance 
is severally impaired in egl-3 and egl-21 mutant animals.  
 
Figure 5. FLP-21G and FLP-21(NH2) neuropeptide relative concentrations. Peak areas were 
compared based on MS1 XIC’s. The concentration of mature FLP-21 is hampered in egl-3 
mutants.   
 
Figure 6. Relative concentration of FLP-18 related neuropeptides. Peak areas were compared 
based on MS1 XIC’s. The concentration of mature FLP-18 is severally impaired in both, egl-21 
and egl-3 mutants. Moreover, pro-neuropeptides including C-terminal GKR sequence 
accumulated in egl-21 mutants as suspected based on proteolytic mechanism outline in Figure 
1. Consequently, egl-21 and egl-3 have a deficit of mature FLP-18 and FLP-21 neuropeptides 






Figure S1. Chemotaxis index and chemical repellent 1-octonaol avoidance were evaluated for  
WT (N2) and mutants egl-3, elg-21, flp-18 and flp-21 animals. Display values (mean ± SD) were 
calculated from at least 3 independent experiments (n >150 nematodes) for each genotype. Nos 
significant statistical differences were observed but flp-18 and flp-21 mutant animals were less 
sensitive to 1-octanol.  
 
Figure S2.  Chemotaxis index and acid avoidance were evaluated for WT (N2) and mutants egl-
3, elg-21, flp-18 and flp-21 animals. Display values (mean ± SD) were calculated from at least 
3 independent experiments (n >150 nematodes) for each genotype. Nos significant statistical 
differences were observed but flp-18 and flp-21 mutant animals were marginally less sensitive 
to pH.  
 
Figure S3.   Chemotaxis index and osmotic pressure avoidance were evaluated for  WT (N2) 
and mutants egl-3, elg-21, flp-18 and flp-21 animals. Display values (mean ± SD) were 
calculated from at least 3 independent experiments (n >150 nematodes) for each genotype. Only 
mutant egl-3 (VC461) were significantly less sensitive and egl-3 (MT1541)  were marginally 
less sensitive to osmotic pressure.  
 
Figure S4. Examples of specific extracted-ion chromatograms (XIC) for FLP-21G and FLP-
21(NH2). XIC's were generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction 




















































































Chapitre 4-1 : Description détaillée des résultats 






Résultats observés (obtenus) 
Sans stimuli 
WT (N2) Distribution homogène dans 
toutes les zones 
√ (Conforme aux hypothèses) 
Mutants Distribution homogène dans 
toutes les zones 
√ (Conforme aux hypothèses) 
WT vs 
Mutants 
*ns √ (Conforme aux hypothèses) 
Stimuli Chimiques : 
- 1-octanol 
- NaCl 4M 
- Acide formique 2M 
WT (N2) Sensibilité √ (Conforme aux hypothèses) 
Mutants Diminution significative 
(↓*) de sensibilité 
× (Non conforme aux hypothèses) 
WT vs 
Mutants 
Différence significative (*) 
× (Non conforme aux hypothèses) + 
 √ (Conforme aux hypothèses) 
(Pression osmotique : egl-3(VC461) 
Stimulus thermique : 
Pointe chauffante 
WT (N2) Sensibilité √ (Conforme aux hypothèses) 
Mutants Diminution significative (↓*) : 
sensibilité 
√ (Conforme aux hypothèses) 
WT vs 
Mutants 
Différence significative (*) √ (Conforme aux hypothèses) 
 
Chapitre 4-2 : Discussion générale 
Les méthodes utilisées dans nos travaux pour l'évaluation de la thermotaxie et de la 
chimiotaxie ont été adaptées à partir des stratégies à deux et à quatre quadrants décrits 
précédemment par d’autres auteurs [16, 19, 64]. Pour une meilleure comparaison des résultats, 
nous avons décidé d'utiliser la même stratégie de stimulation et d'observation pour tous les tests 
effectués. Nous avons choisi les pétris de stimulation divisée en quatre zones et donc les zones 
en diagonales sont similaires deux à deux. À partir de nos résultats, nous avions calculé l’indice 
de distribution et le pourcentage de distribution (article du chapitre 3 : figure 2 en annexe). 
L’indice de distribution nous indique vers quels types de zones s’orientent la majorité des 
individus (C. elegans), alors que le pourcentage de distribution renseigne sur la proportion 
d’individus qui évitent les zones stimulées, s’orientant ainsi vers les zones non stimulées.  
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Pour comparer la mobilité des individus à température pièce (22°C) en absence de 
stimulus, les premiers tests ou contrôles négatifs sont réalisés sur toutes les souches WT et 
mutantes (article du chapitre 3 : figure 3). Tous les résultats des contrôles négatifs sont 
similaires, l’indice de distribution présente des valeurs autour de zéro et le pourcentage de 
distribution des valeurs autour de 50%. Peu importe la souche, on a une distribution homogène 
des individus dans toutes les zones. Nous avons déduit qu’en absence de stimulus, aucun biais 
de sélection du quadrant n'a été observé pour tous les génotypes de C. elegans testés. 
Pour les tests de stimulation thermique, l'indice de thermotaxie et le pourcentage 
d’évitement ont été évalués pour les individus WT (N2) et les mutants egl-3, elg-21, flp-18 et 
flp-21. Les pétris de stimulation présentent des zones en diagonales deux à deux et similaires, 
ce qui permet d’obtenir deux zones avec stimuli (A et D) et deux zones sans stimuli ou contrôles 
(B, C) (article du chapitre 3 : figure 2). Le principe derrière l'évaluation de la réponse de C. 
elegans au stimulus thermique était d'observer et de quantifier en fonction de la souche, vers 
quels types de zones s’orientent la majorité des individus. Les calculs ont été réalisés à partir 
d'au moins trois expériences indépendantes (n > 150 nématodes) pour chaque génotype. Nos 
résultats révèlent que l’évitement de la chaleur (32° - 35°C) a été gravement altéré chez tous les 
individus mutants présentant ainsi une différence significative avec le WT qui a continué à être 
sensible à cette température (article du chapitre 3 : figure 4). 
Pour le test de chémotaxie, les souches sauvages, tout comme que la presque totalité des 
mutants, évitaient les stimuli. Une seule exception, le mutant egl-3 (VC461), dont le résultat 
démontrait une altération de la perception du stimulus chimique NaCl 4M et une différence 
significative assez faible avec le WT. Ainsi, pour ce mutant en particulier, il se pourrait que la 
communication chimique associée à la perception de la pression osmotique (NaCl 4M) soit 
légèrement altérée. Par contre, pour la souche sauvage et la presque totalité des mutants, soit la 
communication chimique n’a pas été altérée, soit la perception chemotaxique est associé à 
d’autres mécanismes synaptiques impliquant des neurotransmetteurs non peptidiques.  
Les tests de stimulation ont été réalisés sur la souche sauvage ou WT (N2) et les mutants 
(egl-3, egl-21, flp-18 et flp-21), alors que la détection des neuropeptides par spectrométrie de 
masse en utilisant la méthode label free a été réalisée pour WT, egl-3 et egl-21 seulement. La 
méthode label free en spectrométrie de masse vise à déterminer la quantité relative de protéines 
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dans deux ou plusieurs échantillons biologiques [170]. Avant de faire une ébauche des résultats, 
nous allons nous attarder sur l’effet de chacun des éléments affectés par les mutations. 
L’action des protéases PC2 et/ou CPE est nécessaire pour produire des neuropeptides 
biologiquement actifs qui modulent plusieurs circuits neuronaux différents (article du chapitre 
3 : figure 1A). Plusieurs défauts de comportement ont été observés chez les mutants dépourvus 
de ces enzymes [4, 58]. Dans les études de Hook et al. 2008, les mutants KO egl-3 ont présenté 
une diminution de la réactivité aux stimuli tactiles. En revanche, des défauts prononcés de ponte 
et de mécanosensation ont été observés chez ces mutants. La carboxypeptidase-E agit à l’étape 
finale avant l’obtention du neuropeptide mature bioactif [4]. La maturation du proneuropeptide 
FLP-18 nécessite l’action successive de la PC2 (EGL-3) et de la CPE (EGL-21), alors que la 
maturation du proneuropeptide FLP-21 nécessite l’action d’une seule peptidase, la 
carboxypeptidase-E (EGL-3). L’amidation est le processus final pour obtenir des neuropeptides 
matures, 6 neuropeptides FLP matures bioctifs pour FLP-18 et un seul pour FLP-21 [11, 13, 14, 
20]. Dans le processus de maturation des neuropeptides y compris les FLP-18 et FLP-21, les 
études ont pu identifier au moins deux voies. La voie 1 sous l’action des protéases PC2/CPE et 
la voie 2 sous l’action des protéases CPL-1/PAM-1 [11, 13,14] (article du chapitre 3 : figures 
1A, 5 et 6 en annexe). Ces résultats laissent penser que les protéases CPL-1 et PAM-1 
impliquées dans la seconde voie de dégradation des pro-neuropeptides en neuropeptides ne 
compensent pas l’absence de EGL-3 et EGL-21. 
Les résultats de détection des neuropeptides FLP-18 et FLP-21 suivent les mêmes 
tendances que les phénotypes observés. Chez les mutants egl-3, il a été noté une faible 
abondance relative des neuropeptides matures FLP-18 et FLP-21 qui nécessitent l’action de la 
protéase EGL-3. Par contre, chez le mutant egl-21,  une importante abondance relative de FLP-
21 mature qui ne nécessite pas l’action de la protéase EGL-21, mais uniquement celle de EGL-
3 a été notée. De plus, chez les mutants egl-21, des neuropeptides intermédiaires ont été observés 
mais pas de neuropeptides matures FLP-18. L’accumulation de neuropeptides intermédiaires 
serait une conséquence de l’absence de la seconde protéase EGL-21 dans ces mutants. EGL-21 
agit normalement sur les neuropeptides intermédiaires en clivant les résidus basiques en C-




D’après les hypothèses suggérées, pour tous les types de stimuli, la souche sauvage (N2) 
devait être sensible et tous les mutants devaient présenter une diminution de la sensibilité.  Pour 
la souche sauvage, les résultats attendus ont été identiques aux résultats obtenus, quel que soit 
le type de stimuli.  Pour les souches mutantes, les résultats attendus ont été identiques aux 
résultats obtenus uniquement pour le stimulus thermique. Pour les stimuli chimiques, Les 
résultats observés étaient tous différents des résultats attendus sauf le mutant egl-3 (VC461). Le 
résultat observé pour ce dernier a été similaire à l’hypothèse avec une différence significative et 
ce, uniquement avec la pression osmotique (NaCl 2M) (tableau 4). 
Le test de thermotaxie standard a permis de quantifier la réaction aux températures 
nocives (>30 °C). L’exposition à des températures comprises entre 32°C et 35°C a provoqué 
une réaction d'évitement chez C. elegans souche sauvage. Des tests thermotaxiques ont été 
réalisés pour évaluer si les mutants de C. elegans egl-3 et egl-21 présenteraient une réponse 
nocifensive diminuée à la chaleur nocive. Les mutants flp-18 et flp-21 permettaient de confirmer 
les résultats obtenus chez les deux précédents mutants, qui ne produisaient pas de neuropeptides 
FLP-18 et FLP-21. Les résultats suggèrent que les mutants egl-3 et egl-21 sont des mutants 
déficients en neuropeptides responsables de la thermosensation. Ceci est cohérent avec notre 
hypothèse, puisque les enzymes EGL-3 et EGL-21 sont importantes pour la maturation des pro-
neuropeptides en neuropeptides. De plus, les mutants flp-18 et flp-21 présentaient également un 
comportement d’évitement thermique entravé. Cependant, il était significativement moins 
prononcé par rapport aux mutants egl-3 et egl-21. Les deux mutants egl-3 et egl-21 
manqueraient d'une grande variété de neuropeptides matures, incluant FLP-18 et FLP-21. Ainsi, 
la communication chimique synaptique a été altérée. On peut déduire que les modifications du 
comportement nocifensif sont coordonnées par une modulation moléculaire spécifique des 
neurotransmetteurs impliqués dans les communications synaptiques chez C. elegans. Il a été 
largement démontré que les FLP-21 / NPR-1 sont des acteurs clés de la réponse nocifensive 
déclenchée par la chaleur nocive. Le neurone ASH est considéré comme le principal nocicepteur 
impliqué dans les réponses d'évitement des stimuli nocifs, mais son rôle dans l'évitement de la 
chaleur n'est pas clair, même si les neurones ASH expriment les nocicepteurs OCR-2 et OSM-
9, orthologues des TRPV des mammifères [62]. 
Les tests de thermotaxie et de chimiotaxie ont été largement utilisés pour étudier et 
comprendre comment l’information sensorielle (influx nerveux) est intégrée pour modifier le 
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comportement des C. elegans [4, 6, 11, 13, 19, 62]. Les premières expériences durant nos 
travaux consistaient à travailler dans un milieu sans stimuli et à évaluer la mobilité des 
nématodes WT (N2) et mutants (egl-3, elg-21, flp-18, flp-21), évitant de ce fait tout biais associé 
à la mobilité des individus. De notre projet, il en ressort plusieurs pistes possibles de 
compréhension. 
La réponse d'évitement est fonction du type de stimuli et diffère significativement d’une 
souche à l’autre. Cette réponse implique différents neurones et est influencée par des mutations 
dans des gènes distincts [6, 19, 62]. La base de ce mécanisme est moléculaire et associée à la 
transmission du message nerveux à travers les neurones (neurotransmission) [19]. Au cours du 
processus de neurotransmission, les protéases proprotéine convertase (PC) et la 
carboxypeptidase-E (CPE) clivent les protéines précurseurs pour donner des neuropeptides 
matures. Le clivage endo-protéolytique est une étape clé pour la libération de neuropeptides 
bioactifs. Les protéases possèdent un rôle physiologique important pour la biosynthèse des 
neuropeptides [3,4]. Elles clivent sélectivement les protéines au niveau des sites dibasiques ou 
monobasiques [3, 4]. Pendant la maturation des neuropeptides chez C. elegans, PC et/ou CPE 
sont indispensables pour la formation de neuropeptides matures bioactifs [4]. Les neuropeptides 
matures auraient un rôle crucial chez C. elegans, affectant ainsi la structure et la fonction des 
neurones sensoriels, particulièrement les neurones impliqués dans la transduction des stimuli 
thermiques. Ainsi, le comportement nociceptif chez C. elegans peut être utilisé pour comprendre 
les bases phénotypiques de la nociception, alors que les études protéomiques permettent de faire 
une mesure ciblée des neuropeptides associés à ces phénotypes. 
Comme perspective immédiate, il serait intéressant de raffiner la compréhension du 
mécanisme d’activation des nocicepteurs OCR-2 / OSM-9 orthologues des TRPV des 
mammifères. Ensuite, il serait pertinent d’examiner si l’activation pharmacologique de ces 
nocicepteurs produit chez C. elegans un effet similaire à celui chez les mammifères. Sur le long 
terme, et partant du principe qu’en recherche la chimie combinatoire génère des milliers de 
nouvelles entités chimiques, C. elegans pourrait permettre de tester des librairies imposantes de 
molécules. Ceci pourrait faire de C. elegans un système in vivo pour des essais 
pharmacologiques et, par ricochet, un modèle alternatif pour l’investigation de pathologies ou 
de mécanismes de réponses nociceptives. 
 Nous avons pu présenter C. elegans comme un modèle intéressant pour l’analyse des 
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neuropeptides intervenant dans la perception de la chaleur. Dans les études ultérieures, nous 
allons procéder à l’étude de l’abondance absolue par l’identification et la caractérisation par 
spectrométrie de masse des neuropeptides ciblés. La réponse de C. elegans à la chaleur nocive 
est médiée par des neurones sensoriels en utilisant uniquement la voie des neuropeptides. Selon 
nos résultats dans la présente étude, la réponse nociceptive de C. elegans à la chaleur est proche 
de celle des organismes supérieurs. Il serait intéressant de savoir si les outils génétiques 
intervenant chez C. elegans pourraient être exploités pour l’identification de nouveaux gènes et 
des voies impliquées dans le comportement des animaux supérieurs. Par contre, dans une autre 
étude en cours dans notre laboratoire, nous étudions les mutants auxquels ils manquent certains 
gènes impliqués dans la transmission nerveuse glutamatergique qui est la seconde voix de 


















Chapitre 5 : Conclusion 
La souche sauvage (N2) n’a subi aucune modification et reste par essence la souche de 
référence. Les souches mutantes étudiées se caractérisent soit par une absence d’enzymes 
importantes dans la synthèse des pro-neuropeptides et des neuropeptides matures (mutants egl-
3 et egl-21), soit par une absence de neuropeptides matures bioactifs (mutants flp-18 et flp-21). 
Au cours de la thermosensation, les souches sauvages sont restées sensibles aux stimuli 
alors qu’on a noté une régression de la sensibilité chez les mutants. Les analyses statistiques des 
résultats en lien avec les expériences sur la thermosensation ont révélé une différence 
significative entre la souche sauvage et toutes les souches mutantes. 
Pour ce qui est de la chimiosensation, la souche sauvage et la presque totalité des mutants 
étaient sensibles à ces stimuli chimiques. Les analyses statistiques n’ont pas mis en évidence de 
différence significative entre la souche sauvage et la presque totalité des mutants.  La seule 
différence significative était entre la souche sauvage et le mutant egl-3 (VC461) pour la 
stimulation à la pression osmotique induite par le NaCl 2M. 
Malgré la distance évolutive qui sépare C. elegans et les mammifères, nous constatons 
qu’aux échelles moléculaire et cellulaire, la physiologie du neurone est très conservée entre ces 
organismes. Les outils génétiques disponibles chez C. elegans permettent d’extraire les éléments 
critiques des réseaux d’interactions mis en jeu dans des processus cellulaires ou 
comportementaux. La très grande simplicité de son système nerveux permet donc d’utiliser C. 
elegans comme un « tube à essai vivant » pour identifier de nouveaux gènes, analyser les voies 
moléculaires de signalisation et explorer la biologie cellulaire du neurone in vivo. 
Sur le court terme, notre étude pourrait permettre de raffiner la compréhension du 
mécanisme des nocicepteurs OCR-2 / OSM-9 orthologues des TRPV des mammifères et voir si 
l’activation pharmacologique de ces nocicepteurs va produire chez C. elegans un effet similaire 
à celui des mammifères. Sur le moyen et long terme, la chimie combinatoire permet de générer 
des milliers de nouvelles entités chimiques. C elegans est un « système in vivo » qu’on pourrait 
présenter comme modèle alternatif et qui pourrait être utile en essai pharmacologique pour tester 
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Figure 4 : L’expression de TRPV4 : Évitement osmotique et du toucher du nez chez les mutants osm-9 de C. 
elegans  
L'expression de TRPV4 dirige l'évitement osmotique et du toucher du nez chez les mutants osm-9. (A) évitement osmotique de 1 
M fructose ou de glycérol. (B) évitement du toucher du nez. (C) Évitement de l'odorant 2-octanone. Des animaux de type sauvage 
(w.t.) et osm-9 (ky10) avec ou sans transgène ASH :: trpv4, un transgène ASH :: trpv4 :: gfp, ou un transgène osm-9 :: gfp5 ont été 
testés. "ASH kill" désigne l'ablation laser bilatérale du neurone ASH. Dans tous les panels, les astérisques indiquent des 
différences significatives entre le groupe indiqué et le groupe osm-9 (P <0,01, ANOVA unidirectionnel avec analyse post-test de 
Dunnett). Les barres d'erreur indiquent SEM. n = nombre d'animaux testés, 10 essais chacun. (D) expression de TRPV4 :: GFP 
dans les neurones nociceptifs ASH. (Gauche) Vue latérale. (Centre) Vue dorsale. TRPV4 :: GFP dans ASH apparaît en vert, et une 
protéine de fusion ODR-1 :: dsRED exprimée dans la dendrite et faiblement dans le cil du neurone sensoriel AWC adjacent 
apparaît en rouge. Flèche jaune, cils ASH; flèche bleue, base de dendrite. (Barre d'échelle = 5 µm.) (Droite) Diagramme 
schématique du neurone sensoriel ASH C. elegans (rouge), 1 des 12 neurones sensoriels amphides (bleus) qui étendent les 
dendrites au nez, où ils se terminent par des cils sensoriels. Deux amphides contiennent chacun un neurone nociceptif polymorphe 








Polymodalité et spécificité de OCR-2 / OSM-9 in vivo. (A) OCR-2 / OSM-9 dans différentes fonctions sensorielles sont 
réglementés par des mécanismes distincts. OCR-2 et OSM-9 forment probablement un canal hétéromérique et sont situés dans les 
cils sensoriels et la membrane plasmique de quatre classes de neurones chimiosensoriels dans les organes sensoriels amphidés. La 
région de la membrane est représentée en gris. Les domaines transmembranaires de OCR-2 et OSM-9 sont présentés comme des 
colonnes ovales, la barre rectangulaire représente les motifs d'ankyrine, et la structure de la bille représente la région N-terminale 
précédant les motifs d'ankyrine. La fonction OCR-2 / OSM-9 dans la sensation de diacétyle dépend du récepteur couplé à la 
protéine G ODR-10, de la protéine G ODR-3 et des signaux des acides gras polyinsaturés, mais n'est pas affectée par l'OCR-2 
(G36E ) mutation dans la balle. OCR-2 / OSM-9 sensation à l'osmolarité externe et au toucher doux au nez nécessite la protéine G 
ODR-3, les signaux des acides gras polyinsaturés, et les déterminants situés dans la région de la balle de OCR-2. La régulation à 
la hausse de l'expression de tph-1 dans les neurones de l'ADF est régie par les déterminants situés dans la bille de l'OCR-2. 
Abréviations: G, protéine G hétérotrimérique; GPCR, récepteur couplé aux protéines G. (B) Photomicrographies des neurones 
chimiosensoriels sérotoninergiques ADF exprimant OCR-2. A la fois les protéines OCR-2 de type sauvage et OCR-2 (G36E) 
mutantes sont marquées sur l'épitope FLAG, et les vers transgéniques sont colorés avec un anticorps anti-FLAG. Notez que OCR-
2 et OCR-2 (G36E) de type sauvage sont exprimés dans les cils (pointes de flèches) et les corps cellulaires. 











Le système nerveux de C. elegans. En haut: les diagrammes de 'L'esprit d'un ver. En bas: un ver exprimant la 
protéine fluorescente GFP dans tout son système nerveux. Le système nerveux hermaphrodite contient 
précisément 302 neurones, le mâle, 383 (46% de ses noyaux somatiques). L'anneau nerveux entourant le pharynx 
contient des circuits complexes régissant la plupart des aspects du comportement. C'est la chose la plus proche 
que le ver a à un «cerveau». La moelle nerveuse ventrale contient des motorneurones qui régissent la locomotion 
ondulatoire. De nombreux neurones sensoriels ont des terminaisons disposées autour de la bouche. Les neurones 
mâles supplémentaires sont principalement situés dans la queue où ils forment les circuits d'accouplement. (Photo 
de Hang Ung, laboratoire de Jean-Louis Bessereau, France, avec permission.) 








Vue d'ensemble du système nerveux de C. elegans et du système neurotransmetteur. (A) Vue d'ensemble du 
système nerveux masculin et hermaphrodite adulte. Les cercles gris indiquent des neurones partagés entre les deux 
sexes; les cercles rouges indiquent des neurones hermaphrodites spécifiques; les cercles bleus indiquent les 
neurones spécifiques aux mâles. (B) les gènes de la voie des neurotransmetteurs. Le modèle d'expression des 
reporters fluorescents à base de fosmides a été analysé dans le système nerveux masculin pour les gènes encadrés 
en rouge. VGLUT, transporteur de glutamate vésiculaire; VACHT, transporteur ACh vésiculaire; CHT, 
transporteur de choline; VGAT, transporteur vésiculaire de GABA; TPH, tryptophane hydroxylase; VMAT, 
transporteur de monoamine vésiculaire; TDC, tyrosine décarboxylase; TBH, tyramine hydroxylase. 















Figure 8 : Transmission de l’influx Nerveux [5] 
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Neuropeptides are derived from large and inactive proteins which require endoproteolytic 
processing for the biosynthesis of the bioactive peptides. The maturation of pro-neuropeptide to 
neuropeptide is believed to be perform by ortholog pro-protein convertase EGL-3 in 
Caenorhabditis elegans (C. elegans). Furthermore, ortholog of Cathepsin L, CPL-1 are found in 
C. elegans and can potentially cleave paired basic amino acids at the N-terminal suggesting the 
presence of both pathways. The objective of this study was to decipher the role of EGL-3 in the 
proteolysis of FLP or NLP neuropeptides using synthetic surrogate peptides based on a universal 
enzymatic cleavage pattern published by Schechter and Berger and used widely in enzymology. 
The results shown evidence that proteolysis controls FLP-21 and NLP-8 related neuropeptide 
levels in C. elegans. Surrogate peptides were degraded rapidly when exposed to C. elegans S9 
fractions leading to the formation of specific peptide fragments related to EGL-3 and CPL-1 
pathway. The results suggest that CPL-1 pathway does not compensate for the loss of the EGL-
3 pathway. Proteolysis of Pro-neuropeptides associated to FLP-21 and NLP-8 in elg-3 mutants 







Neuropeptides and many endogenous peptides are derived from large and inactive proteins 
which require endoproteolytic processing for the biosynthesis of the bioactive peptides. Protein 
convertases (PCs) are a family of enzymes catalyzing protein cleavage at paired basic residues 
including RR, KR, RK and KK [1,2]. Seven PCs were identified in mammalian tissues including 
PC1, PC2, PC4, PC5, PACE4, PC7 and furin; and, are officially recognized as proprotein 
convertase subtilisin/kexin type 1, 2, 4, 5, 6, 7 and furin respectively [3]. PCs and other 
secreted proproteins are packed in secretory vesicles as they leave the endoplasmic reticulum 
(ER). During the vesicle transport, active PCs can process proproteins within the vesicles [4]. 
Since PCs have overlapping functions, substrate specificity is determined by tissue and cellular 
distribution [5]. The rich expression of PC1 and PC2 in neuroendocrine cells confers a key role 
of these enzymes in the processing of several pro-neuropeptides and prohormones [6]. Bioactive 
neuropeptides usually result from the removal of N- or C-terminal residues, being commonly 
flanked by dibasic residues within the pro-neuropeptide sequence. PCs cleave at the C-terminal 
side and Cathepsin L at the N-terminal [6,7]. The removal of basic residues from the 
intermediates differs between C- and N-terminal processing. Carboxypeptidase, specifically 
carboxypeptidase E (CPE), removes basic residues from the C-terminal [8,9]. On the other hand, 
aminopeptidase is required for the removal of basic residues from the N-terminus depicted in 
Figure 1A and [6,10]. Even if the contribution of both pathways is controversial, it is suggested 
that the biosynthesis of most neuropeptides occurs by endoproteolytic cleavage on the C-
terminal side [11,12]. As we have previously demonstrated, PC1 and PC2 are required for the 
processing of tachykinin precursor 1 (TAC1) leading to the formation of substance P [13] and 
neurokinin A [14]. We further showed that PC1 and PC2 are required for the biosynthesis and 
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regulation of dynorphin A, one of the major proteolytic fragments of prodynorphin (PDYN) and 
leu-enkephalin resulting in two major opioid neuropeptides [16]. 
Given the complexity of neuropeptide processing in mammals, C. elegans has proven to be an 
advantageous model for deciphering the intricacies of several molecular pathways [17,18, 
32,33]. For example, C.elegans neuronal communication at the molecular level was recently 
explored and exploratory immunochemical analyses exposed the presence of numerous 
neuropeptides in C.elegans [16]. Additionally, a comprehensive analysis of the genome revealed 
several pro-neuropeptide genes, encoding a series of bioactive neuropeptides [17,18] and 
specific neuropeptide receptors [19] playing a fundamental role in synaptic transmission. It is 
deduced that neuropeptides are involved in the modulation of essentially all behaviors including 
locomotion, mechanosensation, thermosensation and chemosensation [20]. The presence of a 
variety of neuropeptides implies an essential role of neuropeptidergic signaling in C. elegans 
but the molecular pathways and networks are poorly described in the literature. Interestingly, C. 
elegans egl-3 gene encodes a protein (i.e. EGL-3) with 57% sequence homology compared to 
mammalian PC2 [21,22]. ELG-3 is a serine endoprotease which cleaves proproteins at paired 
basic amino acids as shown in Figure 1A. EGL-3 appears to be an important enzyme involve in 
the maturation of pro-neuropeptides leading to the biosynthesis of active neuropeptides in 
C.elegans [22,23]. Moreover, C. elegans egl-21 gene encodes a protein (i.e. EGL-21) that is an 
ortholog of the human CPE. EGL-21 is largely expressed in several C. elegans neuronal types 
[24]. EGL-21 has a similar function to CPE, it removes basic residues from the C-terminal. 
Additionally, ortholog of Cathepsin L (i.e. CPL-1) cleaving paired basic amino acids at the N-
terminal are found in C. elegans suggesting the presence of both pathways. C. elegans 
aminopeptidase PAM-1 can remove basic residues from the N-terminal.  
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The contribution of both pathways is still under investigation.  The attractiveness of  C. elegans 
as an interesting model to investigate, particularly for nonciception, lies in the fact that it consists 
of 959 cells including 302 neurons[25]. To identify the molecular elements, the processing of 
nociceptive neuropeptides we used egl-3 mutant animals.  We hypothesized that egl-3 mutant 
animals will lack mature neuropeptides since the biosynthesis of the majority of neuropeptides 
appears to occur by endoproteolytic cleavage on the C-terminal side in higher species. The 
objective of this study was to decipher the role of EGL-3 (i.e. PC2 ortholog) in the proteolysis 
of FLP or NLP neuropeptides. We will be used synthetic surrogate peptides were used to 
demonstrate specific cleavage sites shown in Figure 1B and 1C along with S9 fractions produce 
from C. elegans homogenates. The strategy employed is based on a universal enzymatic 
cleavage pattern published by Schechter and Berger [26,27] and used widely in enzymology. 2. 
Materials and Methods 
2.1 Chemicals and reagents 
All chemicals and reagents were obtained from Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ, USA) or 
MilliporeSigma (St-Louis, MO, USA). For mass spectrometry analysis, formic acid, water 
(HPLC-MS Optima grade), acetonitrile (HPLC-MS Optima grade), trifluoroacetic acid (TFA), 
were used and purchased from Fisher Scientific. 
2.2 C. elegans strains 
The N2 (Bristol) isolate of C. elegans was used as a reference strain. Mutant strains used in this 
work included: egl-3 (MT1541); egl-3 (VC461). N2 (Bistrol) and other strains were obtained 
from the Caenorhabditis Genetics Center (CGC), University of Minnesota (Minneapolis, MN, 
USA). Strains were maintained and manipulated under standard conditions as described 
[Brenner, 1974; Margie et al., 2013]. Analyses were performed at temperature ranging from 22 
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to 25 °C unless otherwise noted.  
2.3 C. elegans homogenization and S9 fraction 
Strains were cultured in liquid media standard as described [28,29]. The liquid media was 
centrifuge at 1,000 g for 10 min and nematodes were collected and aliquot to a re-enforced 1.5 
mL homogenizer tubes containing 500 µm glass beads. A solution of 0.1 M phosphate buffer, 
pH 7.4 was added at a ratio of 1:5 (w:v) and a Disruptor Genie was used at 2,800 rpm for 15 
minutes. The homogenates were centrifuge at 9,000 g for 20 min. The total amount of protein 
in each supernatant was determined using the standard Coomassie protein assay (e.g. Bradford). 
This procedure was necessary in order to assure the same amount of protein was used for each 
experiment. Supernatant aliquots, designated as S9 fractions, were kept at -80 °C until usage. 
Each aliquot was submitted to only one cycle of freeze and thaw in order to assure maximum 
enzymatic activities.   
2.4 Biodegradation study 
Incubations were performed minimally in triplicate for each S9 fraction tested. The incubations 
were performed in a microcentrifuge tube  containing 2 µM (i.e. 2000 pmol/mL) of FLP-2143-66 
or NLP-892-137, 0.25 mg/mL of S9 fraction proteins diluted in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4. 
S9 enzyme suspensions (total volume of 1 mL) were pre-incubated with 1mM CaCl2 in 0.1 M 
phosphate buffer (pH 7.4) at 37°C for 5 min prior fortification with targeted surrogate 
neuropeptides. Immediately after fortification of the full-length peptide into the S9 fraction 
suspension, the sampling point for t=0 was taken, and the reaction was quenched after 5 minutes. 
One hundred microliters of sample were then mixed with 100 µL of an aqueous solution 
containing 1% TFA to stop the reaction. Samples were centrifuged at 12,000 g for 10 min and 
150 µL of the supernatant was transferred into an injection vial. 
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2.5 C. elegans homogenization and peptides extraction 
The N2 (Bristol) isolate of C. elegans was used as a reference strain. Mutant strains used for the 
in vivo neuropeptide analyses work included: egl-3 (MT1541); egl-3 (VC461). Strains were 
cultured in liquid media standard as described [28,29]. The liquid media was centrifuge at 1,000 
g for 10 min and nematodes were collected and aliquoted to a re-enforced 1.5 mL homogenizer 
tubes containing 500 µm glass beads. A solution of 0.1% TFA in water was added at a ratio of 
1:5 (w:v; nematodes:0.1% TFA solution) and a Disruptor Genie was used at 2,800 rpm for 15 
minutes. Nematodes were homogenized in a TFA solution to inhibit the enzymatic degradation 
of neuropeptides. The homogenates were centrifuge at 12,000 g for 10 min. The protein 
concentration for each homogenate was determined using a Bradford assay and all samples were 
normalized to avoid any bias. Two hundred microliters of sample were taken and mixed with 
200 µL of methanol containing 0.1% TFA to precipitate large and medium size proteins. The 
supernatant was dried using a Eppendorf vacuum concentrator and resuspend in 50 µL of 5% 
ACN in water containing 0.1% formic acid and transferred into low volume HPLC vials. 
2.6 Chromatographic conditions 
The HPLC system was a Thermo Scientific Vanquish FLEX UHPLC system (San Jose, CA, 
USA). Chromatography was achieved using a gradient mobile phase along with a microbore 
column Thermo Biobasic C18 100 × 1 mm, with a particle size of 5 µm. The column temperature 
was maintained to 30˚C. The initial mobile phase condition consisted of acetonitrile and water 
(both fortified with 0.1% of formic acid) at a ratio of 5:95. From 0 to 2 minute, the ratio was 
maintained at 5:95. From 2 to 22 minute, a linear gradient was applied up to a ratio of 50:50 and 
maintained for 3 minutes. The mobile phase composition ratio was reverted at the initial 
conditions and the column was allowed to re-equilibrate for 17 minutes for a total run time of 
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42 minutes. The first two minutes was diverted to waste and reverted to MS instrument for 
acquisition from 2 to 40 minutes. The flow rate was fixed at 50 µL/min and 2 µL of sample were 
injected.  
2.7 Mass Spectrometry conditions 
A Thermo Scientific Q-Exactive Orbitrap Mass Spectrometer (San Jose, CA, USA) was 
interfaced with a Thermo Scientific Vanquish FLEX UHPLC system using a pneumatic assisted 
heated electrospray ion source. MS detection was performed in positive ion mode and operating 
in scan mode at high-resolution and accurate-mass (HRAM). Nitrogen was used for sheath and 
auxiliary gases and they were set at 10 and 5 arbitrary units. Auxiliary gases was heated to 
200˚C. The heated ESI probe was set to 4000 V and the ion transfer tube temperature was set to 
300°C. The scan range was set to m/z 400-2000. Data was acquired at a resolving power of 
140,000 (FWHM using automatic gain control target of 3.0x106 and maximum ion injection 
time of 200 msec. Product ion spectra (MS2) were acquired at a resolving power of 17,500 
(FWHM), using automatic gain control target of 2.0x105 and maximum ion injection time of 50 
msec. The normalized collision energy was set to 28 (HCD) and the isolation window was set 
to 2 Da. Targeted peptide quantification was performed at MS1 level using specific precursor 
masses based on the monoisotopic masses. Peptide quantification was performed by extracting 
specific precursor ions using a 5 ppm mass window and a label free approach. The data were 
normalized based on the peak areas observed of the meant WT (N2) strain for relative 
quantification. Analyses were performed in triplicates. Instrument calibration was performed 
prior all analysis and mass accuracy was notably below 1 ppm using Thermo Pierce calibration 
solution and automated instrument protocol. Peptide sequence were verify based on typical a, 
b, c and x, y, z fragments observed at the MS2 level [30].  
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2.8 Statistical analysis 
Neuropeptides data were analyzed with a two-tailed Student-t test with significance set a priori 
to p < 0.05.  WT (N2) was compared to egl-3 (MT1541) and WT (N2) was compared to egl-3 
(VC461). The statistical analyses were performed using PRISM (version 7.0d).  
3. Results and discussion 
3.1 Neuropeptide fragment characterization by high-resolution mass spectrometry 
analysis 
 
FLP-2143-66 and NLP-892-137  were used as surrogate peptides to foster a better understanding of 
the degradation of the pro-neuropeptides containing sequence of mature neuropeptides in C. 
elegans. This strategy is based on a scheme well established in enzymology [13,26,27]. The 
comprehensive analysis of complex biological samples is a significant challenge in peptidomic 
research. Therefore, the MS resolution and mass accuracy is an important factor to improve the 
accuracy of peptides identification and assignment. The analyses of S9 fraction generated from 
C. elegans homogenates were performed using a hybrid Quadrupole-Orbitrap mass 
spectrometer operating in MS at a resolution of 140,000 (FWHM) and in MS/MS at a resolution 
of 17,500 (FWHM). Based on specific cleavage point identified in Figure 1, we generated an in 
silico mass list and extract specific m/z (± 5 ppm) from the total ion current (TIC) 
chromatogram. Full-length peptides, FLP-2143-66 and NLP-892-137 were incubated for 5 minutes 
in S9 fractions and following the reaction stoppage, supernatants were analyzed. The HRAM 
MS analysis reveals specifically the presence of several expected FLP-2143-66 and NLP-892-137  
fragments with mass accuracy within 2 ppm as shown in Table 1 and 2.  
The total ion current (TIC) chromatogram following experiments with FLP-2143-66 and specific 
extracted ion chromatogram (XIC) shown in Figure 2 reveal that many expected peptide 
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fragments were observed. Moreover, as illustrated in Table 1, mass accuracy observed was 
between -0.58 to 1.7 ppm for all detected peptide fragments. Interestingly, data clearly 
demonstrate that the FLP-21 mature neuropeptide (i.e. FLP-2157-65) was generated from full-
length FLP-2143-66 in S9 fraction generated from C. elegans homogenates. The amidated form 
of FLP-2157-65 was also observed but the ion intensity was low. Copper is the only metal that 
supports peptide amidation by Peptidylgycine α-amidating monooxygenase (PAM) in mammals 
[31]. The reaction media was not supplemented with copper which may explain low level of the 
amidated form of FLP-2157-65 resulting from the degradation of the synthetic surrogate peptide 
FLP-2143-66. Comparisons of the relative abundances for each peptide fragment detected after 
5-minute incubation are shown in Figure 3. The most abundant peptide based on ion abundance 
was FLP-2143-54 followed by FLP-2157-66, FLP-2155-66, FLP-2156-66 and lastly FLP-2157-65 (e.g. 
mature FLP-21 neuropeptide). Interestingly, these findings demonstrate that the FLP-2143-66 
surrogate peptide is cleaved at the C-terminal (i.e. EGL-3) and N-terminal (i.e. CPL-1) of the 
basic amino acid doublet (KR) generating FLP-2155-66 and FLP-2156-66 respectively. These 
results confirm that in vitro, both proteolytic pathway contribute to the degradation of FLP-2143-
66.  
Figure 4 shows specific extracted ion chromatogram (XIC) following the incubation of NLP-
892-137 in S9 fraction produced from C. elegans homogenates. Again, many expected peptide 
fragments were observed, including fragments from cleavage at C-terminal (i.e. EGL-3) and N-
terminal (i.e. CPL-1) of basic amino acid doublets.  A list of the most abundant peptide 
fragments is presented in Table 2. The observed mass accuracy observed was between -0.67 – 
1.4 ppm for all detected peptide fragments. Figure 5 the comparison of the relative abundances 
for each peptide fragment detected after 5-minute incubation. Interestingly, the two most 
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abundant peptide based on ion abundance were NLP-892-99 and NLP100-112. As shown in Figure 
5B, these results may suggest that C-terminal by EGL-3 is favored. Other peptide fragment 
detected were in similar abundance. In mammals, it is well established that the subtilisin-like 
protease pathway implicates the proprotein convertases PC1 and PC2 cleaving at the C-terminal 
side of basic amino acid doublets resulted in peptide fragments with basic residue extensions 
located at the C-terminal that are removed by carboxypeptidase E [6,7]. Interestingly, EGL-3 
proprotein convertase and EGL-21 carboxypeptidase orthologs appears to participate in a 
similar pathway for the biosynthesis of active neuropeptides. Moreover, the cysteine proteases 
cathepsin L (i.e. CPL-1) also functions as a processing enzyme for the production of 
neuropeptides. Cathepsin L cleave at the N-terminal of dibasic residue sites. In addition to 
cathepsin L, an aminopeptidase (i.e. pam-1) is required to remove N-terminal basic residues to 
generate bioactive neuropeptides. The results presented in this manuscript outline that both of 
these pathways play a role in the maturation of pro-neuropeptides to bioactive neuropeptides in 
C. elegans but the favored pathway is most likely structure dependent.  
3.2 Relative quantification of mature neuropeptides in egl-3 mutant strains 
Endogenous neuropeptides were extracted from C.elegans and analyzed by MS. Specific XIC 
for FLP-21, NLP-8100-112 and NLP-8117-129 are presented in Figure 6a, 6b and 6c, respectively. 
XIC's were generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. All 3 
mature neuropeptides were detected in WT (N2), egl-3 (MT1541) and egl-3 (VC461) animals. 
When comparing XIC’s for WT (N2) and egl-3 mutants, we detect a significant decrease in the 
quantity of mature neuropeptides in egl-3 mutants. The peptide identity was confirmed using 
high-resolution MS2 spectra and well establish fragmentation scheme [30]. as shown in Figure 
6d, 6e and 6f, typical a, b, c and x, y, z positive ion fragments were observed. The observed 
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Higher-energy collisional dissociation (HCD) spectra were all compatible with the neuropeptide 
sequences.  
The relative peptide quantification was based on a label free approach well described in the 
proteomic literature [34,35]. Peak areas based on MS1 XIC’s were compared between samples 
and relative peptide concentrations were determined based on the ratio of the mean area of the 
WT (N2) group. Technical triplicate precision assessment was performed, and all groups 
provided %CV < 10%. A significant difference in targeted neuropeptide concentration between 
WT(N2) and elg-3 mutants was observed and presented in Figure 7. FLP-2157-65, NLP-8100-112 
and NLP-8117-129 peptide concentrations were significantly impaired in elg-3 mutants. These 
results are coherent with the results generated with the synthetic surrogate FLP-21 and NLP-8 
related peptides. We still can detect mature neuropeptides suggesting they are synthetized by 
the cysteine proteases cathepsin L (i.e. CPL-1) pathway. However, the results shows this 
pathway does not compensate for the loss of EGL-3. Furthermore, the in vivo results may 
suggest the CPL-1 pathway is less important compared with the EGL-3 proprotein convertase 
pathway. The results with elg-3 mutants also indicate these nematodes will have hampered 
synaptic chemical communication, particularly with specific interneurons (i.e. RMG) leading to 
a deficit in nocifensive response [19]. In C. elegans, modulation in nocifensive behavior is 
intimately associated to specific altered activity during synaptic communication. The 
pharmacological manipulation of EGL-3 could be investigated as a strategy to modulate 
nociceptive behavior for a better understanding of the underlying molecular mechanisms 





We provide evidence that proteolysis controls FLP-21 and NLP-8 related neuropeptide levels 
in C. elegans. Surrogate peptides were degraded rapidly when exposed to C. elegans S9 
fractions leading to the formation of specific peptide fragments related to EGL-3 and CPL-1 
pathway. EGL-3 pro-protein convertase is an essential enzyme for the maturation of pro-
neuropeptides to active neuropeptides in C. elegans. CPL-1 pathway does not compensate for 
the loss of the EGL-3 pathway. Proteolysis of Pro neuropeptides associated to FLP-21 and NLP-
8 in elg-3 mutants are severely hindered leading to a lack of mature bioactive neuropeptides. 
Pharmacological manipulations of pro-protein convertases could be an interesting strategy to 
alter sensitivity threshold in higher species. 
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Table 1. Principal peptide fragments observed following the incubation of FLP-2143-66 














+5 544.8803 544.8812 1.65 
FLP-2143-54 VYYVAEDDHGSM +2 693.2875 693.2871 -0.58 











FLP-2155-66 KRGLGPRPLRFG +2 677.4149 677.4148 -0.15 
FLP-2156-66 RGLGPRPLRFG +2 613.3675 613.3673 -0.33 
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Table 2. Principal peptide fragments observed following the incubation of NLP-892-137 surrogate 






























+4 603.5344 603.5342 -0.33 
NLP-892-99 FMSVPTKK +2 469.2624 469.2624 0.0 
NLP-892-97 FMSVPT +1 681.3276 681.3273 -0.44 
NLP-898-112 KKAFDRMDNSDFFGA +3 583.6069 583.6067 -0.34 
NLP-8100-114 AFDRMDNSDFFGAKR +3 592.9423 592.9420 -0.51 
NLP-8100-112 AFDRMDNSDFFGA +2 746.8117 746.8112 -0.67 
NLP-8115-129 KRSFDRMGGTEFGLM +3 577.9484 577.9482 -0.35 
NLP-8117-131 SFDRMGGTEFGLMKR +3 577.9484 577.9481 -0.52 
NLP-8117-129 SFDRMGGTEFGLM +2 724.3209 724.3206 -0.41 
 
xxv 
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Figure 1. Neuropeptide processing by proprotein convertases (EGL-3) and carboxypeptidase E 
(EGL-21). Most proneuropeptides have several paired basic amino acid cleavage sites and based 
on the sequence, various processing intermediates can be derived leading to mature 
neuropeptide. A) Generalize protease pathways for proneuropeptide processing in C. elegans 
(adapted from Hook et al., 2008). B)  FLP-21 processing by proprotein convertases EGL-3 
leading to active FLP-21 neuropeptide. C) NLP-8 processing by proprotein convertases EGL-3 
and carboxypeptidase E EGL-21 leading to several actives neuropeptides. Identification of 
surrogate peptides used for further in vitro exploration was based on subsite nomenclature 
adopted from a scheme developed by Schechter and Berger [1967, 1968] and used to describe 
of enzyme specificities. 
 
Figure 2. Specific extracted-ion chromatograms (XIC) for the most abundant fragment peptides 
following the incubation of FLP-2143-66 in C.elegans S9 fractions. XIC's were generated using 
the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. Overlay XIC's of time 0 (red) and 
time 5 min (black) revealed the apparition of specific peptide fragments.  
 
Figure 3. Relative abundance of FLP-21 related neuropeptides. A) Overlay MS1 XIC’s suggest 
protease activity from egl-3 and cpl-1 leading to the formation of FLP-2155-66 and FLP-2157-66. 
B) Both pathways were involved in the degradation of FLP-2143-66 
 
Figure 4. Specific extracted-ion chromatograms (XIC) for the most abundant fragment peptides 
following the incubation of NLP-892-137 in C.elegans S9 fractions. XIC's were generated using 
the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. Overlay XIC's of time 0 (red) and 
time 5 min (black) revealed the apparition of specific peptide fragments. 
 
Figure 5. Relative abundance of NLP-8 related neuropeptides. A) Overlay MS1 XIC’s suggest 
protease activity from egl-3 and cpl-1 leading to the formation of NLP-898-112, NLP-8115-129 and 
NLP-8100-112, NLP-8117-129. B) These resultats support that both pathways were involved in the 
degradation of NLP-892-137 
 
Figure 6. Specific extracted-ion chromatograms (XIC) for FLP-21, NLP-8100-112 and NLP-8117-
129 obtained following the analysis of extracted peptide from C. elegans homogenates.  XIC's 
were generated using the theoretical mass value with a ± 5 ppm extraction window. Overlay 
XIC's of WT (N2) (black) and egl-3 (red and blue) revealed a significant decrease in mature 
neuropeptides. High-Resolution MS2 Spectra were used to confirm peptide identity. 
 
Figure 7. Relative concentration of FLP-21, NLP-8100-112 and NLP117-129. Peak areas were 
compared based on MS1 XIC’s. The concentration of mature neuropeptides is severally 















































Figure 7.  
 
